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La phylogénie moléculaire reconstruit des relations de parenté entre unités évolutives, 
en se basant sur des changements structurels au niveau moléculaire (ADN, protéines). Elle 
constitue donc un outil précieux pour déchiffrer l’évolution spatio-temporelle de la 
biodiversité.  
Le présent travail examine l’histoire évolutive d’un groupe de criquets (Insecta: 
Orthoptera: Caelifera), par le biais de méthodes phylogénétiques (parcimonie, maximum de 
vraisemblance et bayésienne) et de datation, appliquées à l’étude de séquences d’ADN 
nucléaire et mitochondrial combinées. Dans un premier temps, nous étudions la sous-famille 
Melanoplinae (Orthoptera: Acrididae) et l’une de ses tribus, Podismini, pour éclaircir leur 
histoire évolutive, la resituer dans un contexte paléobiogéographique, et la mettre en relation 
avec la taxonomie existante. Dans un deuxième temps, les méthodes de reconstruction 
phylogénétiques et de datation sont appliquées à l’étude de la dynamique de l’évolution 
concertée au sein de l’espèce Podisma pedestris, en analysant le polymorphisme intra- et 
interindividuels de l’ADN ribosomal, i.e. gènes et pseudogènes d’ITS1. 
Mots-clés: Acrididae, Melanoplinae, ADN ribosomal, pseudogène, phylogénie 
moléculaire, datation, biogéographie, taxonomie. 
 
Abstract 
Molecular phylogenies aim to build affiliations between evolutionary units by using 
their changes at the molecular level (DNA, proteins). Thus, they are a precious tool to 
understand the evolution biodiversity in space and time of. 
The present work analyses the evolutionary history of a grasshopper group (Insecta: 
Orthoptera: Caelifera), using phylogenetic (parsimony, maximum likelihood and Bayesien) 
and dating methods on nuclear and mitochondrial DNA combined sequences. First, we study 
the subfamily Melanoplinae (Orthoptera: Acrididae) and one of its tribe (Podismini) in order 
to clarify their evolutionary history and taxonomy in a paleobiogeographic context. Then, we 
use the phylogenetic and dating methods in order to study the dynamics of the concerted 
evolution of rDNA (i.e. ITS1 genes and pseudogenes) inside the Podisma pedestris species. 
Keywords: grasshopper, Acrididae, ribosomal DNA, pseudogene, molecular 
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Deux révolutions conceptuelles ont marqué la biologie évolutive durant le XXe siècle: 
d’une part, le raisonnement en termes de population et d’autre part, le raisonnement en termes 
d’arbre phylogénétique (e.g. O’Hara 1997, Douzery et al. 2010).  
La pensée «populationnelle » s’est largement développée à partir des années 1930, 
conduisant à l’essor de la biologie et de la génétique des populations. Dans ce cadre, chaque 
espèce est considérée comme un ensemble de populations changeantes comprenant des 
individus interféconds (e.g. Douzery et al. 2010).  
La pensée « phylogénétique » trouve quant à elle ses racines dans les célèbres arbres 
évolutifs dressés dans la seconde moitié du XIXe siècle par Darwin et Haeckel. Cependant, 
c’est seulement avec Hennig, dans les années 1950 - 1960, que la pensée «phylogénétique» 
s’est largement répandue, au travers de sa mise en œuvre du concept d’homologie dans 
l’interprétation des relations de parenté entre les taxons (e.g. Hennig 1966). Cette 
métamorphose conceptuelle touchant aux racines philosophiques mêmes de ce qui était 
autrefois «l’art des classifications» est désormais connue sous le nom de systématique 
phylogénétique ou cladistique. 
Avec l’analyse cladistique on découvre ainsi avec effarement, dans les années soixante 
à présent, que nombreux groupes de la hiérarchie systématique traditionnelle, essentiellement 
morphologique, considérés jusque là comme naturels, apparaissent comme artificiels, dans la 
mesure où ils sont paraphylétiques. Dans cette lignée se placent aussi certaines unités 
taxonomiques d’orthoptères caelifères ou « criquets », comme le sous-ordre Acridomorpha 
(Dirsh 1956), la famille Acrididae (MacLeay 1821) ou les sous-familles Catantopinae 
(Brunner von Wattenwyl 1893), Cyrtacanthacridinae (Kirby 1902) et Melanoplinae 
(Amédégnato 1974).  
Au cours de leur histoire, de Linnaeus (1758) à présent, ces groupes ont changé de 
composition et ont glissé sur l’échelle verticale de la classification traditionnelle, en épousant 
des rangs taxonomiques plus ou moins élevés. Dirsh (1956, 1975) expliquait cette instabilité 
hiérarchique, chez les acridiens, par l’absence de définitions non ambigues pour chaque 
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niveau de classification supérieur à celui de l’espèce. A cette «carence théorique» se rajoutent 
des désavantages pratiques, comme (i) les descriptions de taxons basées exclusivement sur 
des caractères morphologiques extèrnes, instables et convergents, et (ii) la rareté ou la 
manque de fossiles, témoins de l’évolution morphologique dans le temps. 
Dans ce contexte, l’intégration des données moléculaires (e.g. séquences nucléotidiques 
et protéiques), dans les analyses phylogénétiques, s’est avérée essentielle pour 
l’éclaircissement de l’histoire évolutive des organismes étudiés. 
Chez les insectes, les études phylogénétiques en cours, qui portent aussi bien sur la 
recherche de nouveaux marqueurs moléculaires (e.g. Walter et Winterton 2007, Blanchet et 
al. 2010), que sur les méthodes d’analyse (e.g. Whitfield et Kjer 2008, Ronquist et Deans, 
2010 ; Schlick-Steiner et al. 2010), donnent lieu à des publications à un rythme rapide, mais la 
proportion de publications proposant des acridiens (Insecta: Orthoptera: Acrididae) comme 
modèle d'étude est assez faible. Il représente moins de 50 publications référencées dans le 
« Web of Knowledge » depuis 1995. Par exemple, les journaux «Systematic Biology» et 
«Molecular Phylogenetic and Evolution» proposent seulement un et, respectivement, huit 
articles sur la phylogénie des acridiens entre 1997 et 2010. Plusieurs raisons sont possibles, 
comme: 
• la difficulté d'amplifier avec certitude les gènes-cible, et l'absence de fiabilité des 
résultats, dû au nombre élevé des pseudo-gènes dans un génome de grande taille (e.g., 
le génome du criquet Podisma pedestris, 18000 Mb, qui est cent fois plus grand que 
celui de Drosophila et quatre fois que celui de Homo sapiens) (Bensasson et al., 
2000); 
• l'accumulation du polymorphisme moléculaire ancestral chez les acridiens, en général, 
et chez les Melanoplinae, en particulier, qui semblent avoir divergé à la même 
période: fin du Crétacée – début du Tertiaire (e.g., Amédégnato, 1977 ; Carbonell, 
1977). 
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C’est dans ce contexte scientifique riche en réflexions méthodologiques, allant de pair 
avec des questionnements sur l'évolution des acridiens en particulier, et des insectes en 



































































L’apport original de Hennig aux principes de classifications va, paradoxalement, 
consister à démembrer le concept d’homologie, en apparence si efficace et si bien fondé (e.g. 
Darlu et Tassy 1993, De Ricqlès 1996). Au sein de ce concept, Hennig distingue en effet deux 
composantes. Dans une perspective évolutionniste, deux taxons quelconques peuvent 
présenter des caractères homologues pour deux raisons distinctes. Soit les caractères 
homologues proviennent d’un ancêtre commun lointain et non exclusif, soit, au contraire, ils 
proviennent d’un ancêtre commun proche et exclusif. Hennig démontre formellement que 
l’existence de caractères dérivés partagés, c’est-à-dire les synapomorphies, expriment 
l’apparentement de façon précise et non ambiguë et définissent un monoplylum ou group 
naturel au sens strict, c’est à dire cladistique. Il en découle qu’un groupe monophylétique 
proprement dit, quelle que soit sa richesse taxique et le rang formel qu’on lui reconnaisse, doit 
être défini comme composé par l’ancêtre commun et tous ses descendants.  
En revanche, les taxons réunis par la possession de caractères homologues à l’état 
primitif ou généralisé, autrement dit par symplésiomorphies, constituent ce que Hennig 
distingue sous le nom de groupes paraphylétiques. Ces entités, où l’on range un ancêtre 
commun mais pas tous ces descendants, sont des regroupements artificiels, dépourvus de sens 
évolutif (Hennig 1966).  
Cette métamorphose conceptuelle du principe d’homologie est appliquée dans la 
systématique phylogénétique pour interpréter les relations de parenté, entre les taxons, 











En systématique moléculaire, les séquences d’ADN ou protéiniques sont la source 
principale de données pour estimer les relations évolutives entre organismes vivants. D’une 
part, les techniques de séquençage automatique permettent aux chercheurs d’accumuler 
rapidement un grand nombre de séquences d’ADN (plusieurs milliers de bases par heure). 
D’autre part, les progrès récents en analyse et traitement de séquences, notamment le 
développement d’algorithmes qui permettent l’alignement multiple des séquences (e.g. 
Thompson et al. 1997, Hickson et al. 2000)  et la mise à disposition de modèles décrivant plus 
finement les substitutions nucléotidiques (e.g. Lio and Goldman 1998, Felsenstein 2004) 
permettent un traitement plus précis (e.g. identification des sites homologues, prédiction de la 
structure secondaire, établir et dater une phylogénie) des données. De plus, de nouvelles 
méthodes d’inférence phylogénétique (e.g. Lemmon and Milinkovitch 2002, Guindon and 
Gascuel 2003, Ronquist and Huelsenbeck 2003) permettent d’analyser des ensembles de 
données plus importants, jusqu’à quelques millions de caractères. Les séquences 
nucléotidiques sont donc devenues un des marqueurs phylogénétiques les plus utilisés dans la 
dernière décennie.  
Néanmoins, l’inférence phylogénétique basée sur les séquences nucléotidiques n’est 
pas, malgré des avantages considérables, exempts de certaines difficultés (e.g. Naylor and 
Brown 1998). En effet, ces progrès permettent d’augmenter la taille des échantillons et le 
nombre de taxa ainsi que leur analyse plus fine, mais restent indéniablement dépendants du 
rapport signal/bruit des données. Certains paramètres, tels des taux de variation différents 
entre sites, la non indépendance des nucléotides ou d’autres contraintes fonctionnelles 
peuvent être prises en considération en les incorporant dans des modèles plus complexes, 
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mais l’homoplasie, de par sa nature stochastique, demeure un casse-tête pour l'analyse 
phylogénétique. Des évaluations statistiques des arbres inférés (e.g. Swofford et al. 1996, 
Felsenstein 2004) permettent d’estimer la qualité de l’information contenue dans les données 
(correspondant justement au rapport signal/bruit) pour un arbre donné, mais pas de quantifier 
la justesse des relations inférées dans l’absolu.  
Récemment, l’utilisation d’autres types de marqueurs, des changements génomiques 
rares, semble être un bon complément pour l’analyse phylogénétique (e.g. Rokas and Holland 
2000). Citons, à titre d’exemple, l’insertion ou délétion d’introns (e.g. Rokas et al. 1999), des 
changements dans le code de l’ADN mitochondrial (e.g. Castresana et al. 1998) ou l’ordre de 
gènes mitochondriaux (e.g. Dowton 1999), la duplication de gènes (e.g. Spaethe et Briscoe 
2004, Peel et al. 2006) et le polymorphisme d’insertion d’éléments génétiques mobiles (e.g. 
Teruel et al. 2010).  
       Ce chapitre présente les notions fondamentales permettant de comprendre les fondements 
et les difficultés de la reconstruction phylogénétique. Il est constitué de trois parties. La 
première partie introduit les définitions et les propriétés des arbres qui sont utilisés pour 
représenter des histoires évolutives. La seconde partie rappelle les propriétés et les définitions 
importantes concernant les données moléculaires. La troisième partie présente brièvement les 
modèles d’évolution les plus couramment utilisés pour modéliser l’évolution des séquences 
nucléotidiques.  
 
II.2.2 Arbres – phylogénies 
 
Depuis Darwin, les arbres sont utilisés comme support pour représenter l’aspect 
temporel de l’évolution et les regroupements d’espèces qui en découlent. Cette partie présente 
la terminologie relative a cette représentation et précise les principales propriétés des 
phylogénies évaluées. 
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L’hypothèse fondamentale de la reconstruction phylogénétique est que l’histoire 
évolutive se déroule par cladogenèses successives. Suivant cette hypothèse, une lignée 
ancestrale peut, par spéciation, donner le jour à deux nouvelles lignées, et une phylogénie 
peut être représentée par un arbre similaire à ceux de la Figure 1. Ce paragraphe introduit 
plusieurs concepts qui sont fréquemment utilisés tout au long de cette thèse. 
 
Figure 1. Représentations arborées d'une phylogénie: a)  Arbre enraciné à 5 feuilles;  b) 
version non enracinée de a). 
 
Certaines des notions évoquées ci-dessous s’appuient sur des notions élémentaires de la 
théorie des graphes. Une phylogénie enracinée T pour un ensemble de n séquences E 
={1,2,...n} est un arbre dont les feuilles sont bijectivement associées aux séquences de E, et 
qui possède un seul sommet de degré deux qui en est la racine (e.g. Darlu et Tassy 1993). Les 
feuilles de la phylogénie représentant les séquences contemporaines étudiées sont parfois 
appelées nœuds externes. Les autres nœuds de l’arbre, qui correspondent à des hypothétiques 
séquences ancestrales des séquences étudiées, sont parfois appelés nœud internes. Un nœud 
interne peut aussi être vu comme un événement de spéciation. La racine de la phylogénie est 
le seul nœud interne de degré deux qui représente une spéciation. Les nœuds internes de degré 
supérieur à trois peuvent représenter le fait que plusieurs spéciations ont eu lieu et que l’on ne 
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sait pas dans quel ordre elles se sont produites. Ils peuvent également représenter le fait 
qu’une seule spéciation a engendré plus de deux nouvelles espèces. On considère 
généralement que ce dernier phénomène est peu probable, d’où la définition suivante : une 
phylogénie enracinée est dite complètement résolue si tous ses nœuds internes, autres que sa 
racine, sont de degrés trois. Une phylogénie qui ne possède pas de nœud de degré deux est 
dite non- enracinée. 
Les méthodes de reconstruction phylogénétique reconstruisent généralement des 
phylogénies non-enracinées. Dans la suite de cette thèse, nous parlerons toujours, sauf 
mention contraire, de phylogénie enracinée avec des «groupes externes» (outgroups).  
 
II.2.3 Données moléculaires 
 
On sait aujourd’hui que l’ADN (l’Acide DésoxyriboNucléique), est le support de 
l’information génétique et de la transmission héréditaire. L’ADN est donc, à l’évidence, une 
source privilégiée d’information pour la reconstruction phylogénétique. De manière très 
simplifiée, on peut considérer que l’information génétique contenue dans l’ADN est transcrite 
en ARN (AcideRiboNucléique) puis en une chaîne d’acides aminés qui constitue une 
protéine. Il est possible d’utiliser ces séquences d’ADN, d’ARN ou d’acides aminés pour 
reconstruire des phylogénies. 
Dans cette partie, nous introduisons la terminologie relative aux séquences moléculaires. 
Nous expliquons ensuite les raisons pour lesquelles ces séquences n’évoluent pas toutes à la 
même vitesse, et l’importance de ce phénomène en reconstruction phylogénétique. Puis, nous 
présentons les raisons pour lesquelles la phylogénie des séquences ne correspond pas de 





II.2.3.1 Vitesses d’évolution des séquences 
 
 
Pour pouvoir reconstruire la phylogénie d’un ensemble de séquences moléculaires, il 
faut que ces séquences soient homologues, c'est-à-dire, issues d’une même séquence 
ancestrale. Lorsque l’on étudie un ensemble de séquences homologues, l’importance de la 
similitude entre ces séquences est un facteur important qui conditionne la qualité de la 
reconstruction phylogénétique. En effet, il est impossible de reconstruire la phylogénie de ces 
séquences, si elles sont toutes semblables ou si elles ne partagent aucun point commun. Or 
cette similitude dépend à la fois du temps depuis lequel les séquences ont divergé et de la 
vitesse d’évolution des séquences. On ne peut pas modifier l’époque à laquelle les 
événements évolutifs ont eu lieu, par contre on peut choisir des séquences qui évoluent plus 
ou moins rapidement suivant que l’on cherche à reconstruire une phylogénie portant sur des 
événements récents ou anciens.  
La vitesse d’évolution correspond au pourcentage d’éléments de la séquence qui sont 
modifiés en une unité de temps. Pour qu’une modification apparaisse sur une séquence et soit 
transmise, il faut que cette transformation n’empêche pas le bon fonctionnement de 
l’organisme. Plus une séquence peut subir de modifications neutres plus cette séquence va 
pouvoir évoluer rapidement. Il est facile de voir qu’en fonction du type de données 
moléculaires que l’on considère, le nombre d’événements neutres possibles, et donc la vitesse 
d’évolution, varie. Par exemple, des modifications de l’ARN messager n’affectent pas 
forcément l’ARN messager mature, puisqu’elles peuvent être éliminées lors de l’épissage. De 
même, des modifications de l’ARN messager mature n’affectent pas forcément la séquence 
d’acides aminés qu’il engendre, puisque plusieurs codons représentent le même nucléotide. 
Pour des raisons similaires à celles évoquées ci-dessus, la vitesse d’évolution d’une 
séquence dépend également de "l’importance de ce qu’elle code", c’est-à-dire des contraintes 
fonctionnelles qui pèsent sur elle. Il est donc également important de choisir des séquences 
dont les contraintes fonctionnelles correspondent à l’histoire que l’on souhaite reconstruire. 
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Pour reconstruire la phylogénie de populations d’une même espèce, on peut, par exemple, 
étudier les séquences de pseudo-gènes or NUMTs (« NUclear MiTochondrial-like 
Sequences »), i.e. "des séquences d'ADN ressemblant à des gènes mitochondriaux et qui 
mutent rapidement" (e.g. Bensasson 2001). Pour étudier des histoires plus anciennes on peut, 
par exemple, considérer les séquences codant le cytochrome C, impliqué dans la respiration 
cellulaire; ces séquences sont donc fortement contraintes et évoluent lentement.  
La vitesse d’évolution des séquences étant liée aux contraintes fonctionnelles qui 
portent sur elles, il est raisonnable de penser que des séquences homologues, qui subissent des 
contraintes fonctionnelles comparables, évoluent approximativement à la même vitesse et que 
cette vitesse est constante au cours du temps. Cette hypothèse, dite de l’horloge moléculaire, 
est basée sur les observations du taux d'évolution des protéines (Zuckerkandl et Pauling 
1962). En acceptant cette hypothèse, il est possible de dater la divergence entre deux espèces 
en divisant la quantité d’événements évolutifs qui séparent leurs séquences moléculaires par 
la vitesse d’évolution de ces séquences. En effet, sous cette hypothèse, la vitesse d’évolution 
de ces séquences, peut être estimée à partir de séquences homologues présentes chez des 
espèces pour lesquelles la date de divergence est déjà connue (par des données fossiles par 
exemple).  
On sait aujourd’hui que cette "horloge moléculaire" est rarement fiable. Les mutations 
ne se produisent pas de manière indépendante, créant ainsi des épisodes d'accumulation de 
mutations suivis d'arrêts évolutifs qui font varier la vitesse d’évolution au cours du temps 
(Gillespie 1984). Cette hypothèse de l’horloge moléculaire reste cependant un outil efficace 
pour certaines études phylogénétiques. Sous l’hypothèse de l’horloge moléculaire, la racine 
d’une phylogénie évaluée doit être équidistante de toutes ses feuilles. Cela fournit un critère 
permettant d'enraciner une telle phylogénie.  
Une autre manière d'enraciner une phylogénie consiste à ajouter une séquence dont on 
sait que sa divergence par rapport aux autres séquences est antérieure aux divergences propres 
au groupe étudié. La racine de la phylogénie initiale correspond alors à l’endroit où cette 
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dernière séquence se greffe. Cette méthode d’enracinement par groupe externe ("outgroup") 
est applicable, que l’hypothèse de l’horloge moléculaire soit ou non vérifiée. La phylogénie 
n’est généralement pas directement reconstruite en incluant la séquence du groupe externe, 
car la présence d’une séquence très différente des autres peut fausser la reconstruction.  
 
Une discussion récurrente lors de l'analyse phylogénétique de séquences codantes 
concerne la manière de prendre en compte les troisièmes positions du codon. Dans les 
modèles ML, ces dernières ne satisfont généralement pas à l'hypothèse d'homogénéité de la 
composition en bases sur l'ensemble des séquences comparées et de comportement 
stationnaire. De plus, les substitutions en troisième position du codon saturent plus 
rapidement au cours du temps que celles aux deux premières positions. Cependant, ces 
troisièmes positions sont aussi celles qui apportent dans l'alignement de séquences le plus de 
sites variables, et il a déjà été noté sur les génomes mitochodriaux que les troisièmes positions 
contiennent un signal phylogénétique non négligeable (Yoder et al. 1996 ; Yoder & Yang 
2000). Il semble que l'ajout des troisièmes positions du codon contribue à vieillir les 
estimations des âges de divergence. Ceci peut s'expliquer par le fait que la grande variabilité 
des troisièmes positions conduit à l'estimation de plus grandes longueurs de branches quand 
ces caractères sont inclus: les dates de divergence estimées sont alors plus profondes 
(Douzery 2002). 
 
II.2.3.2 Phylogénies de séquences et phylogénies de taxons 
 
A travers l’histoire des séquences moléculaires, on s’intéresse généralement à l’histoire 
des organismes d’où sont issues ces séquences, et à travers l’histoire de ces organismes c’est 
l’histoire des "groupes" auxquels ces organismes appartiennent que l’on cherche à 
reconstruire.  
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Pour pouvoir reconstruire la phylogénie d’un ensemble de séquences moléculaires, il 
faut que les séquences soient issues d’une même séquence ancestrale ; on dit qu’elles sont 
homologues. La phylogénie d’un ensemble de séquences moléculaires peut refléter l’histoire 
des gènes qui contiennent ces séquences ou celle des êtres vivants qui possèdent ces gènes. 
Ces deux histoires ne sont pas forcément identiques (par exemple dans le cas de duplications 
géniques) il faut donc s’assurer que les séquences utilisées permettent bien de reconstruire 
l’histoire à laquelle on s’intéresse.  
Au cours de leur évolution les gènes peuvent être modifiés localement ou dupliqués. 
Pour reconstruire la phylogénie d’un ensemble d’espèces on considère des gènes orthologues, 
c’est-à-dire des gènes homologues dont l’histoire ne contient pas de duplication.  
Les phénomènes de duplication ne sont pas les seuls à compliquer l’analyse 
phylogénétique. Il arrive, par exemple, que des espèces échangent une partie de leur matériel 
génétique, on parle alors de transferts horizontaux. Lors de la reconstruction phylogénétique, 
on suppose que la similitude entre les séquences est due au fait qu’elles possèdent un ancêtre 
commun proche, or les transferts horizontaux augmentent la similitude entre des séquences 
qui n’ont pas forcément de parents communs proches. Les transferts horizontaux peuvent 
jouer un rôle considérable dans l'évolution des séquences et fausser complètement les 
reconstructions phylogénétiques issues d'analyses de séquences moléculaires.  
 
Comme nous venons de le voir, il existe plusieurs phénomènes biologiques qui peuvent 
perturber la reconstruction phylogénétique, et à cause desquels la phylogénie reconstruite 
pour les séquences ne reflète pas forcément la phylogénie des organismes contenant ce 
patrimoine génétique. De plus on ne s’intéresse généralement pas à l’histoire de ces 
organismes particuliers mais plutôt à l’histoire des taxons auxquels ils appartiennent. Un 
taxon est un ensemble d’organismes dont l’unité est admise et qui a des relations de parenté 
avec d’autres ensembles comparables. On parle de taxon pour désigner indifféremment les 
criquets, les chiens ou une souche particulière d’un virus. Chaque organisme ayant un 
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patrimoine génétique qui lui est propre, les phylogénies reconstruites dépendent en partie des 
représentants que l’on utilise pour chaque taxon (Philippe et Douzery, 1994). 
 
Pour reconstruire une phylogénie à partir de séquences moléculaires, il est nécessaire de 
choisir avec soin ces séquences. C’est une étape fondamentale qui ne peut être effectuée 
correctement qu’au cas par cas et avec de solides connaissances en biologie moléculaire et en 
taxonomie.  
 
II.2.3.3 Alignement des séquences 
 
A partir des années 70, les techniques de séquençage (permettant d'obtenir ces données 
moléculaires) ont très rapidement évolué. Les études ont d’abord concerné des fragments 
d’ADN, puis des gènes entiers et enfin, l’intégralité d’un chromosome. Le séquençage de 
l’ADN a notamment beaucoup progressé grâce à la technique "d'amplification en chaîne par 
polymérase", PCR («Polymerase Chain Reaction») (Mullis et Faloona 1987). Il est 
maintenant devenu plus facile d’obtenir des séquences d’ADN correspondant aux taxons que 
l’on souhaite étudier, soit par séquençage, soit en utilisant les banques de données qui mettent 
gratuitement à disposition les résultats de très nombreux séquençages déjà effectués.  
De même qu’il faut s’assurer que les séquences étudiées sont orthologues, il faut aussi 
s’assurer que les nucléotides ayant la même position dans les différentes séquences sont issus 
d’un même nucléotide ancestral. Cette étape d’alignement des séquences permet par la suite 
de comparer des nucléotides qui sont effectivement comparables. Aligner les séquences est 
une étape difficile. En effet, au cours de l’évolution, des nucléotides ont pu être modifiés ou 
même supprimés tandis que d’autres ont pu être insérés au sein de la séquence. Plusieurs 
explications sont possibles pour un alignement, mais l'explication la plus parcimonieuse est 
celle que l'on retiendra. De la même manière, parmi tous les alignements existants, on tend 
toujours à conserver celui qui s'explique par un nombre minimum d’événements évolutifs. 
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D’un point de vue informatique, ce problème s’apparente à la recherche de la "distance 
d’édition" entre les séquences (Levenshtein, 1966). Il s'agit de trouver l’alignement qui 
implique un nombre minimal d'opérations d'édition nécessaires pour transformer une 
séquence en un autre, donc qui minimise le nombre d’événements mutationnels (nombre de 
substitutions + nombre de délétions + nombre d’insertions). Généralement, en biologie, la 
probabilité d’une substitution est supérieure à celle d’une délétion suivie d’une insertion (e.g. 
Felsenstein 2004). Cela est pris en compte lors de l’alignement en attribuant des coûts 
distincts aux différents événements mutationnels. Mais, en phylogénétique on ne cherche pas 
exactement l’alignement de coût le plus faible. L'objectif est avant tout de mettre en 
correspondance des positions pour lesquelles on est sûrs qu’il y a homologie.  
Dans les régions stables/conservées des séquences, i.e. les régions dans lesquelles on 
peut proposer un alignement sans insertion ni délétion, il est très probable que les nucléotides, 
alignés sur un même site, sont effectivement homologues. Dans ce cas, les biologistes 
utilisent généralement un algorithme heuristique afin d’obtenir un premier alignement 
raisonnable qui privilégie les grandes régions stables. Puis, ils affinent cet alignement à la 
main en se servant de logiciels interactifs (e.g. MESQUITE 2.72, Maddison et Maddison 
2006). Finalement, les positions pour lesquelles il n’y a eu ni insertion ni délétion sont 
utilisées comme repères pour délimiter les régions très variables, riches en insertions - 
délétions ("indels") pour lesquelles l'homologie est impossible à déterminer avec certitude. 
Ces régions hypervariables sont soit éliminées de l'analyse phylogénétique, soit sont codées, 
comme caractères avec multiples états (voir le programme INAASE, Lutzoni et al. 2000), en 
vue de leur utilisation dans l'analyse de parcimonie. 
 
II.2.4 Modèles de l’évolution moléculaire 
 
La modélisation de l’évolution moléculaire consiste à exprimer en terme probabiliste la 
transformation d’une séquence (e.g. Page et Holmes 2001). Ainsi, le calcul de la fonction de 
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vraisemblance dans sa forme la plus simple nécessite un modèle décrivant les probabilités de 
substitution d’un nucléotide par un autre. Cependant, pour être statistiquement robustes et 
performantes, les méthodes probabilistes nécessitent l’incorporation de modèles qui décrivent 
de la façon la plus réaliste possible les processus biologiques d’évolution des séquences. Ces 
modèles incorporent ainsi généralement des paramètres prenant en compte les fréquences 
nucléotidiques, les taux de substitutions, la présence d’une fraction de sites invariables et 
l’hétérogénéité des taux de substitution entre sites (Figure 2) (e.g. Posada et Crandall 1998, 
Delsuc et Douzery 2004a). 
Les principaux modèles utilisés à présent dans les analyses probabilistes (maximum 
likelihood et bayésienne) sont présentés brièvement dans la figure 2. Aucun des modèles 
couramment employés ne traite les insertions et les délétions, c’est une des hypothèses faites 
par les modèles d’évolution. La plupart de ces modèles sont "réversibles dans le temps", fait 
qui rend le résultat de l'analyse phylogénétique indépendant de l'enracinement de l'arbre. 
Quelques " a priori" communs peuvent être nommés pour les modèles présentés dans la 
Figure 2:  
- les séquences évoluent exclusivement par le mécanisme de substitution nucléotidique; 
- les sites sont indépendants : les modifications qui affectent un site au cours du temps, ne 
sont affectées ni par l’état du reste de la séquence ni par les modifications qui affectent 
les autres sites. Sous cette hypothèse, il suffit de connaître le processus d’évolution des 
sites pour connaître celui des séquences;  
- les sites sont identiquement distribués : le processus d’évolution est le même pour tous 
les sites et ne dépend donc pas de la position du site dans la séquence. Le modèle 
d’évolution et ses paramètres sont donc les mêmes pour tous les sites; 
- le processus d’évolution est markovien ou "sans mémoire": l’évolution d’une séquence 
ne dépend que de l’état actuel de cette séquence et non du processus évolutif qui a 
conduit à cette séquence; 
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- le processus d’évolution est homogène: il est le même pour toutes les branches de la 
phylogénie, le processus reste le même au cours du temps;  
- le processus d’évolution est stationnaire : la probabilité d’observer une base particulière 
ne dépend pas du moment de l’observation, et cette probabilité est la même pour toutes 
les séquences considérées;  
- il y a au plus une mutation par unité de temps (e.g. Swofford et al. 1996, Nei et Kumar 
2000, Felsenstein 2004). 
 
Figure 2. Principaux modèles d'évolution (d'après Swofford et al. 1996). Chaque flèche indique 
les restrictions nécessaires pour passer d'un modèle à un cas particulier de ce modèle. Le nombre de 
paramètres est indiqué entre parenthèses. Les abréviations utilisées pour représenter les différents 
modèles sont les suivants: GTR - "general time-reversible model" (Lanave et al. 1984) ; TrN - modèle 
de Tamura et Nei (1993) ; SYM - modèle de Zarkikh et Li (1995) ; F84 - modèle de Felsenstein 
(1993) dans "PHYLIP" ; HKY85 - modèle de Hasegawa Kishino et Yano (1985) ; K3ST - modèle de 
Kimura (1981) 3 types de substitutions ; K2P - modèle de Kimura (1980)2 types desubstitutions ; F81 
















La phylogénie consiste à construire des arbres représentant des relations de parenté 
putatives entre êtres vivants (actuels ou fossiles) à partir d’observations sur un 
échantillonnage des taxons, par exemple des individus représentant leur espèce ou leur genre. 
Morphologie, anatomie, protéines, ADN ou comportements sont des sources de 
caractères pouvant servir à comparer les taxons. L’utilisation des séquences d’ADN, de par la 
relative facilité (e.g. PCR, séquençage automatisé) avec laquelle on peut obtenir un grand 
nombre de caractères homologues, est très répandue en phylogénie, quand les taxons étudiés 
sont actuels ou quand on dispose de spécimens anciens dans un état de conservation 
suffisamment bon pour permettre l’extraction d’ADN. On parle alors de «phylogénie 
moléculaire».  
La « phylogénie moléculaire», en synergie avec l’accessibilité croissante des moyens 
informatiques, a suscité le développement de nouvelles méthodes d’analyses ; des modèles 
d’évolution de séquences ont permis l’amélioration des méthodes de distance et ont été à 
l’origine du développement spectaculaire de l’application à la phylogénie des méthodes 
probabilistes. 
 Les trois grandes familles de méthodes de construction des phylogénies utilisées 
actuellement sont donc (i) la méthode cladistique (maximum de parcimonie) (e.g. Edwards et 
Cavalli-Sforza 1963), (ii) les méthodes phénétiques (méthodes de distance) (Fitch et 
Margoliash 1967) et (iii) les méthodes probabilistes : de maximum de vraisemblance (e.g. 
Felsenstein 1973) et bayésiennes (e.g. Rannala and Yang 1996, Huelsenbeck et Ronquist 
2001, Delsuc et Douzery 2004b). 
 
Toutes les méthodes évoquées ci-dessus reposent sur trois points : 
(i). Un critère d’optimalité, qui mesure l’adéquation des données à un arbre phylogénétique 
donné (par exemple : la parcimonie, la vraisemblance, etc) ; 
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(ii). Une stratégie de recherche pour identifier l’arbre optimal (par exemple, recherche 
heuristique, exacte etc.) 
(iii). Des hypothèses sur le mécanisme d’évolution des données. 
 
A l’antipode de ces points communs se trouvent les critères et techniques d’optimalité, 
spécifiques pour chaque méthode. Ainsi, le but de la technique de parcimonie est de 
rechercher, par le biais d’algorithmes exacts ou heuristiques, l’arbre phylogénétique 
impliquant le moins de mutations, le plus parcimonieux. Certains logiciels fort explicitement 
référence à l’usage de la parsimonie comme critère d’optimalité, comme PAUP (Swofford 
1995, abréviation de « Phylogenetic Analysis Using Parsimony »). 
Bien que fondées toutes les deux sur la fonction de vraisemblance utilisant les mêmes 
modèles d’évolution des séquences (voir Figure 2), les méthodes de maximum de 
vraisemblance et bayésienne diffèrent par le concept de probabilité qu’elles emploient. Ainsi, 
la méthode du maximum de vraisemblance sélectionne l’arbre qui maximise la vraisemblance 
(celui ayant la plus forte probabilité d’avoir conduit aux données), alors que l’approche 
bayésienne assigne une distribution de probabilités a priori aux différents arbres et réalise des 
inférences à partir de la distribution des probabilités a posteriori de ces arbres (Delsuc et 
Douzery 2004a). 
Les performances des différentes méthodes dépendent, entre autres, des différences 
structurales (e.g. composition en bases nucléotidiques ou acides aminés) et de la différence de 
vitesse d’évolution entre les sites nucléotidique d'une même séquence et entre des séquences 
différentes pour un même site. Il n’existe pas de méthode supérieure à toutes les autres, 
chacune à ses forces et ses faiblesses et le débat sur les mérites comparés de deux méthodes 
n’est pas clos (e.g. DeBry et Abele, 1995 ; Douady et al., 2003 ; Holder et al., 2010).   
Dans ce contexte, nous avons choisi d'ilustrer l'analyse de l'évolution des Melanoplinae 
par le biais des méthodes de maximum parcimonie, de maximum de vraisemblance et 
bayésienne. Nous avons employé des techniques différentes dans le souci d'adopter une 
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stratégie comparative des résultats, que nous avons ainsi interprété sur des principes 
d'optimalité distincts, fait qui nous a permis d'observer la fiabilité de nos résultats 
phylogénétiques.  
 
II.2.6 Stratégie d'échantillonage utilisée 
 
Le schéma de la stratégie d'échantillonage utilisée dans le présent travail est présenté 
dans la figure 3. 
 
 























































Parmi les insectes, les acridiens (Insecta: Orthoptera: Caelifera: Acrididae) constituent 
un modèle intéressant pour les investigations phylogénétiques et biogéographiques grâce à 
leurs ancienneté, distribution géographique, caractéristiques écologiques, et à leur impact 
économique. 
 
III.1. Morphologie - caractères utilisés dans la détermination des 
espèces 
 
 Membres de la famille Acrididae (Insecta, Orthoptera, Caelifera), les Melanoplinae ou 
« miramelles » sont des criquets de taille moyenne à petite, de formes diverses, souvent 
trapues, couramment brachyptères (chez les Dichroplini), microptères (Jivarini) ou aptères 
(chez les Podismini); les formes ailées (chez les Melanoplini et Dichroplini) sont peu 
nombreuses. Les téguments sont lisses, la coloration généralement vert ou brune, la face 
ventrale et la plaque sous génitale du mâle, ainsi que les tibias postérieurs fréquemment 





Figure 4.  Genres des criquets de la sous-famille Melanoplinae (France, 2010; Argentine, 
2003). 
 
La tête est orthognate ou légérement opistognathe, le front bombé; les yeux sont petits, 
ovales ou arrondis; les antennes sont composées de 18 à 24 articles. Le prosternum a une 
saillie à tubercule le plus souvent spiniforme. Le pronotum est généralement sans carènes 
latérales (sauf les Jivarini) et avec une carène médiane peu visible ou absente. Le tympan 
abdominal est présent. Les pattes postérieures sont à femurs bien développés, les tibias sont 
dépourvus d'épine apicale externe (exception: les Jivari ou Jivarini), et avec 8 à 14 épines du 
côté externe. L'extrémite abdominale mâle est large, volumineuse, la plaque sous-génitale et 
les derniers segments plus ou moins recourbés vers le haut ; le dernier tergite abdominal à 
petite furcula souvent présente; la plaque sous-génitale large, cupuliforme arrondie ou 
légèrement allongée à l'apex, dépassant plus ou moins la plaque sous-anale (Fig. 5), laissant 
 28 
apparaître un pallium épaissi et ridé; plaque sous-anale subtriangulaire, sans callosités, à 
dépression longitudinale plus ou moins marquée, parfois légèrement divisée transversalement; 
les cerques mâles ont des formes variées, courts coniques à longs et sinueux ou larges et 










Figure 5. Genitalia femelle et mâle chez les acridiens (d’après Amédégnato, 1977): 1 – 
plaque sous-génitale (♀) dorsalement ; 2 – réceptacle séminal et sclérites basivalvaires 
dorsalement ; 3-5 spermathèque (♂); complexe phallique, structure générale. 
 
Au point de vue genitalia, les mâles de Melanoplinae sont caractérisés par la possession 
de trois assises épi-, ecto- et endo-phallique (Fig. 5). Les sclérites endophallique sont aplatis 
latéralement, à apodèmes généralement courts et avec la partie moyenne largement étalée sur 
le sac spermatophore; processus du gonopore digitiforme, dirigé vers l'arrière; partie moyenne 
séparée de la partie postérieure (sclérite inférieur de l'édéage) par une fracture nette (parfois 
moins nette chez certains Podismini); sclérites supérieurs et inférieurs de l'édéage de 
configuration variable selon les groupes (Amédégnato 1977). 
 Les caractéristiques du genitalia femelle sont un réceptacle séminal, renflé en une 
bourse copulatrice à la base et terminé par une spermathèque munie d'un diverticule préapical 
très long, simple ou sinueux, irrégulier et avec des diverticules secondaires (Fig. 5). La plaque 
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sous-génitale à des poches de Comstock-Kellog; les sclérites post-vaginaux sont à columelles 
en nombre et disposition variables selon les groupes (Amédégnato 1977). Ce sont donc les 
caractères des appareils génitaux, mâles et femelles, qui constituent les éléments essentiels 
dans la classification et la phylogénie morphologique des espèces des acridiens, en général. 
 
III.2 Habitat – répartition 
 
Les Melanoplinae sont des insectes de milieux ouverts, que ce soit de biotopes purement 
herbacés ou plus ou moins buissonneux, souvent situés dans les étages sous alpin et/ou alpin 
des régions tempérées et tropicales. Leur distribution géographique actuelle (Fig. 6) est issue 
d’une interaction entre l’âge du groupe, sa capacité de dispersion et ses exigences 
écologiques. Avec plus de 100 genres et 900 espèces (Otte 1995, Litzenberger and Chapco 
2003), les Melanoplinae constituent un élément essentiel de la faune acridienne de l'Eurasie et 
des Amériques; ils représentent l'élément dominant de l'entomofaune d'altitude dans les 
Andes. 
Outre sa valeur faunistique, ce groupe possède une importance économique par ses 
espèces nuisibles pour les productions agricoles ou pastorales, tels que Melanoplus bivitattus, 
M. sanguinipes, Dichroplus elongatus ou D. maculipennis dans les Amériques (e.g. Knowles 











Figure 6. Répartition géographique actuelle des Melanoplinae. 
 
 
III.3 Contexte paléontologique 
 
Dans un souci de repérage temporel dans l'évolution des acridiens, nous présentons 
quelques notions de paléontologie des Caelifères, compte tenu de l'absence de fossiles pour le 
groupe de Melanoplinae sensu stricto. 
L’ordre ORTHOPTERA (Arthropoda, Hexapoda, Insecta, Pterygota, Neoptera) est un 
des groupes d’insectes les plus anciens (Zeuner 1939, Sharov 1968, 1971, Kukalova-Peck 
1991, Carpenter 1992, Gorokhov 1995). L’opinion de Ander (1939) qui découpe cet ordre en 
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deux sous-ordres, ENSIFERA et CAELIFERA, est la plus acceptée parmi les scientifiques à 
présent. L’ordre regroupe plus de 20 000 espèces d’Ensifères (sauterelles et grillons) et de 
Caelifères (criquets) (Kevan 1982, Flook et Rowell 1997). Avec les Phasmes, les Orthoptères 
seraient issues du groupe des Protorthoptères qui existait au Carbonifère et s’est éteint au 
Permien. De ce groupe auraient entre autre dérivé les Locustopseidae (Locustopsoidea - 
Gorokhov 1995) qui auraient permis la radiation depuis le Jurassique des groupes de 
Caelifères actuels (Fig. 7) (Storozhenko 1997).  
 
Figure 7. Arbre phylogénétique pour le sous-ordre Caelifera (d’après Storozhenko, 1997) ; C 
– Carbonifère, P – Permian, T – Triasique, J – Jurassique, Cr – Crétacique, Tr – Tertiaire, Q – 
Quaternaire, R – Récent. 
 
La plasticité morphologique des Caelifera en général, et des ACRIDOMORPHA 
(Dirsh 1966) en particulier, étant très grande, ceci engendre une diversité phénotypique 
considérable, des formes semblables étant généralement en relation avec le type de formation 
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végétale préférentiel. De plus, nombreux sont les groupes qui fréquentent différents habitats, 
ainsi que les habitats occupés par des espèces appartenant aux différentes sous-familles, 
familles ou superfamille d’où la fréquence des convergences morphologiques.  
Cette instabilité morphologique, jointe au manque de caractères externes 
constants, est responsable des contradictions qui rendent obscures les classifications au sein 
de criquets (Insecta : Orthoptera), en général (Amédégnato 1977, 1993 ; Otte 1995 ; Vickery 
1997).  
Dans ce contexte, pour l’identification des espèces (quand nécessaire), nous 
sommes essentiellement attachée à l’anatomie des genitalia, seul moyen d’approche, devant la 
carence de la morphologie externe (Amédégnato, 1977). Au sein de ces taxa, et généralement 
des ACRIDOMORPHA, la diversité de l’anatomie des genitalia est énorme allant de formes 
archaïques à d’autres, très récentes (Dirsh 1956, 1975 ; Amédégnato 1977). Mais, cette 
diversité des forme représente des variations d’un même schéma général : (1) très uniforme à 
travers les groupes pour le genitalia femelle, et (2) avec trois assises élaborées 
progressivement au cours du développement larvaire, pour le genitalia mâle (Fig. 5) 
(Amédégnato 1977).  
En se basant sur la structure du complexe phallique, Roberts (1941) a proposé 
l’organisation des Acridomorpha en deux divisions : (I) les Chasmosacci (sac éjaculatoire 
ouvert) et (II) les Cryptosacci (sac éjaculatoire fermé) (Fig. 8).  Les genitalia femelles 
n’apportent aucun élément à ce sujet (Amédégnato, 1977). 
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Figure 8. Classification morphologique des Acridoidea (d’après Roberts, 1941). 
 
Ultérieurement, de son étude comparative, des genitalia mâle et femelle des Acridoidea 
du Nouveau Monde, Amédégnato (1976) soulignait que :  
(1) les Romaleidae, Ommexechidae, Acrididae et Pauliniidae constituent un ensemble 
homogène s’opposant aux autres familles actuellement encore incluses dans les Acridoidea ; 
(2) Acridoidea représente le stade évolutif le plus avancé à l’intérieur du sous-ordre des 
Acridomorpha (Dirsh, 1966), lui-même parfaitement cohérent avec un complexe phallique 
toujours tri stratifié et une direction évolutive constante (élaboration progressive des trois 
assises en commençant par la plus externe) depuis la superfamille la plus primitive, 
Eumastacoidea, jusqu’à la plus évoluée. 
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L’utilisation extensive de certains caractères morphologiques, comme l’anatomie des 
genitalia mâle et femelle, a introduit dans les classifications actuelles une pléthore de rangs 
taxonomiques (sous-familles, tribus, sous-tribus, « groupes »), ainsi que de taxons qui ne sont 
pas basés sur de vraies synapomorphies. Cet « excès » taxinomique ne fait que masquer les 
relations d’apparentement entre taxa. L’élévation des taxa aux rangs supérieurs (e.g. Dirsh 
1975), a eu le même effet de « brouillard » (e.g. Jago 1979, Vickery 1997). Un état de l’art 
des connaissances actuelles sur la systématique des acridiens, aux niveaux taxonomiques 











Figure 9. Systématique et phylogénie des acridiens aux niveaux taxonomiques de la 














Avec cet état de l’art des connaissances sur la systématique et l’évolution des 
Melanoplinae comme point de départ, nous nous sommes proposés, dans le cadre de notre 
thèse, d’atteindre les suivants objectifs: 
 (i) tester les hypothèses préexistantes d’évolution spatio-temporelle aux deux niveaux 
taxonomiques:  
(1) de la sous-famille Melanoplinae,  
(2) de la tribu Podismini,  
 (ii) proposer des nouveaux scénarios pour l’évolution des lignées ci-dessus mentionnées, ci 
c’est le cas; 
(iii) proposer des affiliations évolutionnistes axées sur l’interprétation synthétique des 
données moléculaires, biogéographiques et de géologie tectonique globale, pour des taxons 
nouveaux (status incerta) dans les classifications morphologiques courantes);  
(iv) à identifier et dater les pseudogènes d’ADN ribosomal chez P. pedestris et à proposer des 
scénarios concernant le rôle des pseudogènes dans l’évolution du génome. 
 
 
L’ensemble de ces objectifs a été atteint en générant des données moléculaires pour des 
spécimens préservés dans la collection des Caelifères du MNHN. Malgré les difficultés et 
lourdeurs techniques que cela impose, l’intérêt est de pouvoir étudier des taxons difficiles à 

































Chapitre V - Utilisation des marqueurs moléculaires, nucléaires et 
mitochondriaux, dans l’étude de l’histoire évolutive de criquets 
(Orthoptera: Acrididae) à deux niveaux taxonomiques: la sous-
famille (Melanoplinae) et la tribu (Podismini). 
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Chapitre V - Utilisation des marqueurs moléculaires, nucléaires et mitochondriaux, 
dans l’étude de l’histoire évolutive de criquets (Orthoptera: Acrididae) à deux niveaux 
taxonomiques: la sous-famille (Melanoplinae) et la tribu (Podismini). 
 
 
V.1. Problématique et démarche scientifique 
 
 
L’évolution et la systématique morphologique de la sous-famille Melanoplinae et de ses 
sous-unités (e.g., la tribu Podismini) demeurent un sujet controversé et les contours des 
taxons, ainsi que leurs relations d’apparentement, demeurent flous. La plasticité 
morphologique du sous-ordre Acridomorpha (Dirsh, 1966) se retrouve au niveau de la sous-
famille Melanoplinae qui présente une diversité phénotypique considérable, et une étonnante 
convergence des formes, en relation avec le type préférentiel de formation végétale. En 
conséquence, différents auteurs (e.g. Rehn and Randell 1963, Amédégnato 1974, Otte 1995, 
Vickery 1987, 1997) ont divisé les Melanoplinae en deux, trois ou plusieurs tribus, en 
utilisant comme critère essentiel la structure du complexe génital mâle (voir paragraphe II.1, 
figure 4). Le point commun de ses classifications morphologiques est le regroupement des 
espèces Paléarctiques dans une seule unité, les Podismini (Rehn and Randell 1963, 
Amédégnato 1974, Vickery 1997) ou les Podisminae (Dirsh 1975, Otte 1995). A son tour, 
cette unité a été rattachée à différentes entités taxonomiques telles que la super-tribu 
(Melanoplini, Rehn and Randell 1963), la sous-famille (Cyrtacanthacridinae, Rehn and 
Randell 1963; Melanoplinae, Amédégnato 1974, Catantopinae, Harz 1975) ou la famille 
(Acrididae, Otte 1995).  
Lors de la dernière décennie, les classifications ont tenté de prendre en compte les 
relations évolutives entre taxons, suite aux recherches moléculaires. C’est le cas pour les 
Melanoplinae. Le séquençage de l'ADN et son analyse par le biais de méthodes 
phylogénétiques (parcimonie, maximum de vraisemblance et méthode bayésienne) a éclairci 
les relations phylogénétiques au sein du groupe et a permis d’affiner sa systématique 
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(Amédégnato et al. 2003, Chapco et al. 2001, Litzenberger et Chapco 2001). Mais, malgré les 
avancés mentionnées, l'histoire évolutive des Melanoplinae demeure en grande partie 
énigmatique. Trois scénarios ont été proposés à cet égard. Un premier plaide pour une origine 
Paléarctique suivie, au début du Tertiaire, par des migrations vers l'Amérique du Nord puis 
vers le Sud (Dirsh 1975). Un autre propose la région Néarctique comme le berceau des 
Melanoplinae, d'où ils se seraient dispersés vers les régions Paléarctique et Néotropicale 
(Rehn and Randell 1963, Amédégnato 1977, Carbonell 1977, Rowel and Carbonell 1977, 
Vickery 1987, Amédégnato 1993). Une troisième hypothèse, issue des recherches 
moléculaires, propose l'Amérique du Sud comme le berceau de multiples migrations des 
Melanoplinae vers le Nord (Amédégnato et al. 2003, Chapco et al. 2001, Chapco 2006). 
Dans ce contexte, nous nous sommes proposés de clarifier l’histoire évolutive des 
Melanoplinae et d’évaluer la concordance entre les relations phylogénétiques suggérées par 
les données moléculaires et les affinités proposées par la taxonomie morphologique 
couramment acceptée (Rehn et Randell 1963, Amédégnato 1977) et/ou les compilations 
subséquentes (e.g., Otte 1995, Vickery 1997). Plus exactement, nous avons (i) évalué la 
monophylie de la sous-famille Melanoplinae et de ses tribus, en relation avec des ancêtres 
présumés d’Afrique, Eurasie et/ou des Amériques, (ii) évalué le scénario biogéographique le 
plus probable pour leurs évolution, (iii) daté les événements suggérés par les phylogénies, et 
(iv) apprécié la cohérence des classifications morphologiques et proposé des affiliations pour 
les taxons morphologiques « atypiques », « non classés » ou nouveaux. 
Pour atteindre nos objectifs, nous avons analysé des séquences d’ADN combinés, 
de trois régions nucléaires, i.e. 18S, ITS1 et 28S, et une mitochondriale, i.e. 12S, provenant 
des 19 genres de Melanoplinae représentatifs de toutes les tribus Holarctiques et de la 
majorité des tribus Néotropicales. Parmi les genres analysés, 17 ont été séquencés et utilisés 
pour la première fois, pour les loci mentionnés ci-dessus, dans des analyses de phylogénie 
moléculaire. L’utilisation des spécimens des collections du muséum, comme source pour nos 
études moléculaires, nous a permis d’analyser (i) des taxons décrits en première par la 
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morphologie et « non classés » au début de nos recherches, et (ii) des taxons provenant des 
régions difficilement accessibles d’Amérique du Sud et Centrale. 
 
V.2. Histoire évolutive et taxonomie des Melanoplinae 
 
Contribution scientifique correspondant à l’article (A): 
 Chintauan-Marquier, I.C., Jordan, S., Berthier, B., Amédégnato, C., Pompanon, F. 2010. 
Evolutionary history and taxonomy of a short-horned grasshopper subfamily: the 
Melanoplinae (Orthoptera: Acrididae). Molecular Phylogenetics and Evolution: in press. 
 
V.2.1. Principaux résultats 
 
La sous-famille Melanoplinae, en tant que groupe taxonomique actuellement accepté 
(e.g., Rehn et Randell 1963, Amédégnato 1977) apparaît comme polyphylétique, de par la 
position du genre Nord-Centre Américain, Netrosoma. D’ailleurs, nos résultats 
phylogénétiques sont le reflet de la distribution géographique actuelle des taxons analysés 
plutôt que celui des classifications proposées sur la base des caractères morphologiques (e.g. 
Rehn et Randell 1963, Otte 1995), à une exception près. Cette exception est représentée par la 
tribu Eurasiatique, Podismini, qui est proposée comme unité monophylétique par cette étude. 
Nos résultats démontrent que, si l’on enlève le genre Netrosoma, les autres 
Melanoplinae constituent une unité monophylétique qui se divise en deux groupes vicariants, 
Holarctique et Néotropical. 
Concernant le premier groupe – celui de l’hémisphère du Nord - nos résultats suggèrent 
une clade dichotomique, avec un groupe Néarctique et un Holarctique, mélangeant des 
Melanoplini et Dactylotini, pour le premier, et Melanoplini, Dactylotini et Podismini, pour le 
deuxième. A leur tour, les Melanoplinae Centre et Nord Américains (Néarctique) apparaissent 
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comme unité monophylétique des tribus morphologiques Dactylotini et Melanoplini (Rehn et 
Randell 1963 ; Amédégnato 1977).  
Nous proposons aussi d’enlever les espèces sud-américaines de Melanoplinae du groupe 
des Dactylotini nord-américains (voir Dactylotini sensu Rehn and Randell 1963), et de les 
placer dans une tribu distincte, les Dichropli ou Dichroplini sensu stricto, en accord avec 
Amédégnato (1977).  
Pour la faune Néotropicale, nos résultats étayent l’hypothèse de deux groupes 
monophylétiques : un qui regroupe les Dichroplini sensu stricto, et un autre qui réuni les 
taxons « atypiques » et « non-classés », principalement distribués dans les Andes, en accord 
avec Amédégnato (1977). 
L’application de l’horloge moléculaire Bayésienne (programme Multidivtime de Thorne 
et Kishino 2002), dans la datation de la phylogénie, soutient que la faune actuelle des 
Melanoplinae a commencé à se différencier à la fin du Crétacé – début du Tertiaire, avec la 
plus récente séparation entre les faunes Nord Américaine et Eurasiatique datant de 65 à 27 




Biogéographie et datation. Nos résultats proposent une origine Américaine, du Paléocène 
Inférieur – Eocène Moyen, pour les Melanoplinae, sans pouvoir différencier avec certitude le 
rôle de chaque faune, Néarctique et Néotropicale, dans les migrations intercontinentales qui 
ont mené à la différentiation de ce groupe.  Ces échanges faunistiques s’avèrent difficile à 
évaluer faute de preuves scientifiques pour l’existence d’un contact physique entre les 
Amériques au début du Tertiaire. Si nos résultats sont évasifs sur l’origine des Melanoplinae, 
ils sont plus clairs pour interpréter la différenciation interne du groupe, en relation avec la 
naissance des faunes actuelles, Holarctique et Néotropicale. D’après nos résultats, cette 
différenciation supposerait plusieurs phénomènes de dispersion et diversification, 
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allopatriques ou sympatriques, qui peuvent s’expliquer par l’évolution climatique, biotique et 
géotectonique du Tertiaire. Un des résultats des phénomènes d’évolution ci-dessus 
mentionnés serait la faune de Melanoplinae de l’Eurasie, les Podismini sensu Rehn and 
Randell (1963), qui aurait une origine Ouest Nearctique.  
 
Correspondance entre les données morphologiques et moléculaires dans la taxonomie. Nos 
résultats montrent que les caractères moléculaires ne soutiennent pas les taxons définis sur des 
bases morphologiques, en accord avec Rehn et Randell qui soutenaient, en 1963, qu’il 
n’existe pas de réelle synapomorphie pour les divisions internes des Melanoplinae. 
Concernant la classification des taxons définis morphologiquement et bénéficiant d’un status 
incerta dans la systématique actuelle, nos résultats proposent des affiliations et fournissent 
une interprétation des données dans le contexte climatique et géomorphologique des 
Amériques pendant le Tertiaire. 
 
V.2.3. Article - Chintauan-Marquier, I.C., Jordan, S., Berthier, B., Amédégnato, C., 
Pompanon, F. 2010. Evolutionary history and taxonomy of a short-horned grasshopper 
subfamily: the Melanoplinae (Orthoptera: Acrididae). Molecular Phylogenetics and 



















V.3. Histoire évolutive des Podismini 
 
Contribution scientifique correspondant à l’article (B): 
Chintauan-Marquier, I.C., Amédégnato C., Pompanon F. en préparation. New Molecular 
Evidences for the Evolutionary History of Eurasian Podismines (Orthoptera: Acrididae: 
Melanoplinae). 
 
V.3.1. Principaux résultats 
 
Les résultats de cette étude suggèrent que les Podismini Eurasiatiques forment un 
groupe polyphylétique dépourvu de signification évolutive. A l’intérieur des Podismini, les 
clades proposés par nos résultats, ne soutiennent pas les sous-tribus ou groupes de genres 
définis sur la base des critères morphologiques (Rehn et Randell 1963) ou cytologiques 
(Fontana et Vickery 1976). La principale interprétation biogéographique de la phylogénie est 
que leur distribution actuelle serait le résultat des événements géologiques du Cénozoïque, 
comme l’orogenèse de principales chaînes montagneuses (e.g., Himalayas, Altay, Alpes etc.) 
et des grands déserts (e.g., Gobi, Karakoum) dans l’Asie Centrale, et de l’ouverture des mers 




Nos résultats présentent les Podismini comme un groupe polyphylétique ayant des 
origines multiples d’âges différents. Cette hypothèse est, d’une part en contradiction avec des 
recherches moléculaires antérieures (e.g. Chapco et al. 2001, Litzenberger et Chapco 2003, 
Chintauan-Marquier et al. 2010), qui revendiquent une origine monophylétique pour les 
Podismini Eurasiatique, et d’autre part, en accord avec l’hypothèse de « faunes multi 
stratifiées », formulée par les morphologistes pour les Melanoplinae (e.g. Fries et al. 2007) et 
 57 
les Acrididae, en général (e.g. Amédégnato 1977). La contradiction concernant la monophylie 
des Podismini est induite par la différence d’échantillonnage entre notre article précédent 
(Chintauan-Marquier et al. 2010) et celui-ci. Ainsi, l’augmentation de l’échantillon 
antérieurement analysé (voir Chintauan-Marquier et al. 2010) a divisé la branche longue qui 
liait les ancêtres de la faune de l’Extrême Orient, i.e. Sinopodisma, et de l’Europe, i.e. 
Italopodisma et Podisma.  
Nos résultats proposent, pour la Paléarctique de l’Ouest (Europe), trois origines: (i) 
Néarctique au Paléocène, (ii) in situ datant de l’Eocène et (iii) Est Paléarctique au Miocène. 
Pour la Paléarctique de l’Est (Asie), les trois origines proposées sont : (i) Néarctique au 
Paléocène, (ii) in situ pendant l’ Eocène, (iii) Ouest Paléarctique en Oligocène et (iv) Extrême 
Est Asiatique (Japon) pour le Miocène. En conséquence, la faune Eurasiatique actuelle des 
Podismini est le résultat de l’évolution d’une faune ancestrale tempérée et de plusieurs 
événements de dispersion intercontinentale et de diversification vicariante in situ 
(duplication), dans les conditions climatiques et géomorphologiques du Tertiaire. Ainsi, la 
distribution insulaire de certains genres endémiques pour des massifs de la chaîne Alpide, 
comme Italopodisma (Apennins), Odontopodisma (Alpes, Balkans, Carpates) ou Podisma, est 
un témoin de l’impact des glaciations du Pléistocène sur l’évolution des Podismini. De même, 
l’aire de répartition disjointe de certains genres, comme Cophopodisma (distribution Ouest – 
Est Paléarctique), pourrait être le résultat des changements induits dans une aire ancestrale 
continue par des processus tectoniques, d’orogenèse etc. 
En conclusion, nos résultats montrent que les clades phylogénétiques à l’intérieur des 
Podismini ne correspondent ni aux classifications morphologique ou cytologique, ni à la 
distribution géographique des sous-groupes. Elles sont plutôt en accord avec l’évolution 
climatique, biotique et orogénique de l’Holarctique au Cénozoïque. 
 
 58 
V.3.3. Article - Chintauan-Marquier, I.C., Amédégnato C., Pompanon F. en préparation. New 
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Abstract. — The podismines are Melanoplinae grasshoppers having a Holarctic 
distribution with a major representation in Eurasia. To investigate their controversial 
taxonomy and evolutionary history, we studied 25 species representatives of the main 
Eurasian genera. More than 1650 base pairs of one region of nuclear rDNA (ITS1) and 
three of mitochondrial DNA (CO2, 12S and 16S) were combined and used to 
construct parsimony, maximum likelihood and Bayesian phylogenies. The times of 
species divergence were estimated via a Bayesian molecular clock, and the 
biogeographic framework was assessed using an event-based parsimony method 
(DIVA). Our results suggest that the selected Eurasian Podismini are polyphyletic 
inside the Melanoplinae, and that this group has no evolutionary significance. Within 
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this group, the clades supported by the phylogenies do not fit the existing 
classifications. The results are in accordance with a distribution of the Eurasian 
Melanoplinae fauna resulting from Cenozoic geological events, such as the genesis of 
high mountain chains (e.g., Himalayas, Altay, Alpes) and large deserts (e.g., Gobi, 
Karakoum, Taklamakan) in the Central Asia, as well as by the open of marginal seas 
in the Eastern Asia (e.g., Bering, Japanese and Yellow Seas). 
Keywords: grasshopper, Podismini, Melanoplinae, combined phylogeny, mitochondrial 
and nuclear DNA, molecular dating, biogeography, taxonomy.  
 
      The podismines are members of the Melanoplinae acridians, with more than 45 genera 
and 236 species, distributed throughout Eurasia (191 species), Indo-Malaysia (6 species) and 
North America (39 species) (e.g., Vickery 1987, Otte 1995). The podismines are one of the 
main components of the mountain grasshopper fauna in Eurasia, the altitudinal and latitudinal 
situation of the mountain range being a determining factor of their presence and evolution 
(e.g. Dreux 1962, Uvarov 1977, Voisin 1979). Although they have a reduced agricultural 
concern, some of them have served as model organism. For example the alpine grasshopper 
Podisma pedestris has been used for investigating pattern of chromosomal and rDNA 
pseudogenes evolution (Hewitt 1979, Nichols and Hewitt 1986, Keller et al. 2006).  
According to different authors, the melanopline grasshoppers have been divided in two 
to seven tribes (e.g. Rehn and Randell 1963, Otte 1995, Vickery 1987, 1997), based on either 
morphological (e.g. Rehn and Randell 1963) or cytological arguments (e.g. Fontana and 
Vickery 1976). These classifications mainly differ in the hierarchical organization of the 
groups, with subtribes in one scheme (e.g. Rehn and Randell 1963) being treated as tribes in 
another (e.g. Otte 1995). In those different classifications, the grouping of the Eurasian 
melanoploids and their Nearctic relatives, as Podismini or Podisminae, is a common feature. 
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The most comprehensive morphological definition of this group corresponds to the tribe 
Podismini defined by Rehn and Randell (1963), and we will rely on this classification in the 
present paper. Most of phylogenetic studies show the monophyly of the Eurasian podismines 
with respect to North American melanoplines, but disagree on the scenarios explaining their 
evolutionary history. Three such scenarios have been proposed: (1) the group originating from 
an Asian (Angaran) center (Rehn and Rehn 1939, Vickery 1987) would have dispersed in 
North America via either the Bering Land Bridge or a North Atlantic connection (e.g. Tiffney 
1985, Kavanaugh 1988, Askevold 1991, Sanmartin et al. 2001), (2) the splitting of the 
Laurasian super-continent  (Vickery 1986) would have determined the division of 
melanoplines into vicariant groups including the European Podismini, and (3) the podismines 
would have evolved in the South-West of North America before a westward dispersion 
towards Eurasia via the Cenozoic Bering Land Bridges  (e.g. Litzenberger and Chapco 2001, 
2003, Chintauan-Marquier et al. 2010).  
     The present study aimed to clarify the evolutionary history of the Eurasian podismines, 
and to evaluate the concordance between the evolutionary relationships inferred from 
molecular data and the affinities suggested by current morpho-taxonomies (Rehn and Randell 
1963, Vickery 1987) and compilations (Otte 1995, Vickery 1997). More precisely, (i) we 
assessed the most probable scenarios for the origin and evolution of the European and Asian 
fauna, and (ii) we dated the events inferred from the phylogenetical analyses. We based our 
study on combined nuclear and mitochondrial DNA sequences for 25 species representative 
of the taxonomic and ecological diversity of the Eurasian podismines.  
 
2. Materials and Methods  
2.1. Taxon sampling 
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DNA sequences were obtained from samples of the Caelifera (Insecta, Orthoptera) 
collection of the Museum National d’Histoire Naturelle (MNHN) in Paris and from samples 
collected for this study (Table 1). To organize our sampling, we adopted the classification 
recognising three main tribes of Holarctic Melanoplinae (Rehn and Randell, 1963). Most of 
the selected genera were represented by their “type species” (see Table 1) as designated in 
their original morphological description by different authors (e.g. Bei-Bienko and 
Mishchenko 1951, Harz 1975, Galvani 1987, Otte 1995). The 25 species covered the present 
Eurasian distribution and ecological diversity of the podismine grasshoppers. Two Palaearctic 
Catantopinae and four Nearctic Melanoplinae were included as outgroup species (Table 1). 
Table 1. Origin of study material and references of sequence data. LECA: Laboratoire d’Ecologie Alpine, UMR 
CNRS-UJF 5553 Grenoble, France; MNHN: MNHN Caelifera collection ; TS : type species. 
Species Authority Collecting data Collection nos. 
GenBank nos. 
ITS1 CO2 16S 12S 
Acridoidea        
Acrididae        
Catantopinae        
Oxycatantops spissus Walker, 1870 Guinea, Nimba, 1984 MNHN Gu8401 GQ354701 — — GQ354753 
Pezotettix giornae TS (Rossi, 1794) 
France, Dordogne, 
2000 MNHN Fr0001 GQ354702 — xxx GQ354755 
Melanoplinae        
Dactylotini        
Dactylotum bicolor bicolor 
TS Charpentier, 1843 
Mexico, Hidalgo, 
1986 MNHN Me8604 GQ354688 — — GQ354740 
Hesperotettix viridis viridis (Thomas, 1872) 
Mexico, San Luis 
Potosi, 1986 MNHN Me8605 GQ354692 — — GQ354744 
Melanoplini        
Melanoplus frigidus TS (Boheman, 1846) 
France, Lautaret, 
1999 LECA MFFL0199 GQ354697 xxx xxx GQ354749 
Phaulotettix compressus TS Scudder, 1897 
Mexico, Hidalgo, 
1986 MNHN Me8602 GQ354703 — — GQ354756 
        
Podismini        
Miramellae        
Capraiuscola (Miramella) 
ebneri ebneri TS Galvani, 1953 
Romania, Sinaia, 
1966 LECA MEE22021 xxx xxx xxx — 
Chortopodisma cobellii TS Ramme, 1951 Italy , Abruzzo, 2001 LECA CC8011 xxx xxx xxx xxx 
Cophopodisma pyrenaea TS (Fischer, 1853) 
France, Pyrenées, 
1997 LECA CP9021 xxx xxx xxx xxx 
Epipodisma pedemontana 
pedemontana TS Brunner, 1882 Russia, 1997 LECA EP14011 xxx xxx xxx xxx 
Nadigella (Miramella) 
formosanta TS (Fruhstorfer, 1921) Italy, 1999 LECAMF22082 xxx — — xxx 
Parapodisma (Callopodisma) 
dairisama Kano, 1996 Japan, 1998 LECA CD28011 — xxx xxx — 
Parapodisma mikado TS (Bolivar, 1890) Japan, Sapporo, 1997 LECA PARMIK2 xxx xxx xxx xxx 
Parapodisma subastris Huang, 1983 Japan, Sakurai, 1998 LECA PS28071 xxx xxx xxx xxx 
Pseudoprumna baldensis TS Krauss, 1883 
Italy, Monte Baldo, 
1999 LECA PB37012 xxx xxx — xxx 
Sinopodisma punctata Mistshenko, 1954 
Japan, Tatsugou, 
1998 LECA SPJT0198 GQ354708 xxx xxx GQ354760 
Podismae        
Italopodisma costai TS (Targioni-Tozzetti, Italy , Abruzzo, 2000 LECA IC0100 xxx xxx — xxx 
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1881) 
Italopodisma fiscellana (La Greca, 1954) Italy , Abruzzo, 2000 LECA IF19061 xxx xxx xxx xxx 
Micropodisma salamandra (Fischer, 1853) Austria, 1995 LECA MS21032 xxx xxx xxx xxx 
Odontopodisma carpathica Kis, 1962 
Romania, Ghinda, 
2000 LECA OC24031 xxx — xxx — 
Odontopodisma rubripes (Ramme, 1931) 
Romania, Calimani, 
2001 LECA OR24101 xxx xxx xxx xxx 
Ognevia longipennis (Shiraki, 1910) Japan, Sapporo, 1998 LECA OL25011 xxx xxx xxx xxx 
Podisma kanoi Storozhenko, 1994 Japan, 1998 LECA PK31201 xxx — xxx xxx 
Podisma pedestris TS (Linnaeus, 1758) 
France, Belledonne, 
2000 LECA PPFB0100 GQ354704 xxx xxx GQ354757 
Pseudopodisma transilvanica 
Galvani-Fontana, 
1993 Romania, 2001 LECA PT36031 xxx — xxx — 
Zubovskya koeppeni parvula 
TS (Ikonnikov, 1911) 
Japan, M. Ashibetsu, 
1997 LECA ZKP43051 xxx xxx xxx xxx 
Unassigned subtribe        
Anapodisma miramae TS 
Dovnar-Zapolskii, 
1932 Russia, 2000 LECA ANMI0100 xxx xxx xxx xxx 
Fruhstorferiola okinawaensis (Shiraki, 1930) 
Japan, Okinawa, 
1998 LECA FO15041 xxx xxx xxx xxx 
Peripodisma tymphii TS Willemse, 1972 Greece, Epiros, 1999 LECA PT30011 xxx xxx xxx xxx 
Tonkinacris sp. Carl, 1916 Japan, Ouno, 1997 LECA T4101 xxx xxx xxx xxx 
Primnoae        





1997 LECA PP34191 xxx xxx xxx xxx 
 
 
2.2. DNA extraction, amplification and sequencing 
     Total DNA was extracted from femoral muscles using the Qiagen DNeasy tissue kit, 
according to the manufacturer’s instructions. The remainder of the specimen was vouchered 
and maintained in the “Laboratoire d'Ecologie Alpine” from Grenoble.  
     We sequenced a total of about 455 base pairs (bp) of one region of nuclear rDNA (ITS1) 
and about 1206 bp of three regions of mitochondrial DNA (CO2, 12S and 16S). We used the 
same primers for both DNA amplification and sequencing (Table 2). The PCR were 
performed in a final volume of 25 µl containing 2-5 µl of DNA, and 20-23 µl buffer solution 
with 10 µM of each primer, 10 mM of each dNTP, 25 mM MgCl2, and 5u/µl of AmpliTaq 
Gold polymerase (Applied Biosystems, Foster City, California). PCR were performed 
according to the following protocol: initial polymerase activation at 95°C for 10 min; then for 
35-45 cycles: denaturation at 95°C for 30 sec, annealing (temperatures in Table 2) for 60 sec, 
elongation at 72°C for 2 min, and final elongation step at 72°C for 10 min.  PCR products 
corresponding to a single fragment were purified using the Qiagen QIAquick PCR 
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purification kit. Otherwise, we used a combination of gel separation and subsequent 
purification with the Qiagen QIAEX II gel extraction kit. To increase the quantity of target 
DNA for most degraded samples, PCR products were ligated into a pGEM-T Easy vector 
(Promega) overnight. Then 2μl of the ligation reaction were used to transform JM109 High 
Efficiency Competent Cells (Promega) according to the manufacturer’s recommendations. 
Positive clones were then used as a template for a second PCR amplification. 
Table 2. Descriptive statistics for the unambiguous aligned sequence datasets for the ingroup and outgroup 
combined. Statistics were estimated after removal of primer sequences and the best model of evolution selected 
with the AIC criterion in Modeltest 3.7 (Posada and Crandall 1998). df = degree of freedom. 











evolution  AIC (-) lnL 
Average frequencies Constancy of base frequencies  (χ² and P values) 
A C G T all sites variable sites 
ITS1 30 455 121/27 53/12 HKY+G 3136.69 1563.35 0.1792 0.3370 0.3214 0.1625 13;P=1;df=90 26;P=1;df=90 
CO2 22 379 175/46 92/24 TIM+G 4624.38 2305.19 0.3693 0.1631 0.1472 0.3202 19;P=1;df=90 43;P=1;df=90 
16S 24 472 128/27 63/13 TVM+I+G 3959.43 1970.71 0.3247 0.1235 0.1806 0.3711 6;P=1;df=90 25;P=1;df=90 
12S 27 355 110/31 59/17 TVM+I+G 3099.12 1540.56 0.4045 0.1657 0.1030 0.3268 16;P=1;df=90 51;P=1;df=90 
Combined 31 1661 534/32 267/16 GTR+I+G 15957.36 8215.37 0.3096 0.2020 0.1932 0.2952 220,8;P=0;df=90 108,5;P=0,1;df=90 
 
 Purified PCR products were used as templates in 20 µl BigDye Terminator Cycle 
Sequencing kit version 2 (Applied Biosystems) reactions, with and 25 cycles and the 
following steps 96°C for 30s, the annealing temperature for 30s, and 60°C for 4 min. Excess 
dye terminators were removed by sephacryl/sephadex column purification. Sequencing 
reactions were electrophoresed on an ABI PRISM® 3100 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems). Sequencing reactions were carried out on both DNA strands and SeqScape 2.5 
(Applied Biosystems) was used to reconcile chromatograms of complementary strands. 
Autapomorphies were verified on the original chromatograms. Ambiguous results were 
checked by sequencing either a different DNA extract from the same individual, or an extract 
from another conspecific individual. However, the quality of museum preserved specimen 
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varied considerably according to the samples, and the degradation of DNA did not allow the 
amplification of target sequences for all species (see Table 1).   
 
2.3. Sequences analysis  
2.3.1. Alignment and gap treatment 
     We generated 134 sequences that were edited in Sequence Navigator 1.01 (PE 
Applied Biosystems, Inc.). Multiple alignments were generated for each locus using ClustalX 
1.81 (Thompson et al. 1997) with default options, and then reviewed and corrected by eye. 
Both the primary sequence and the secondary structure of rDNA were taken into account 
when aligning the sequences. Positional homology of rDNA sequence alignments was 
constrained manually using the structural method described in Kjer (1995), and information 
about the secondary structure of rDNA on insects (e.g. Kjer 2004, Page 2000). Ambiguous 
aligned regions were identified by following the method proposed by Lutzoni et al. (2000). 
The alignments are available as Supplementary files.  
2.3.2. Characteristics of molecular data 
    Base composition, substitution rates, and rate heterogeneity across sites were 
estimated under the most likely model of evolution suggested by the Akaike Information 
Criterion (AIC; Akaike 1974) in Modeltest 3.06 (Posada and Crandall 1998) for each dataset 
(Table 2). The constancy of base frequencies across taxa was evaluated with a chi-square (χ2) 
“goodness-of-fit” test using PAUP*. Tests were performed with all sites and variable sites 
only (Table 2) in order to assess the potential confounding effects of invariant sites (e.g. 
Buckley et al. 2001).   
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2.4. Phylogenetic analysis 
    We conducted maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) and Bayesian 
analyses on separate and combined data sets to address questions regarding the levels of 
homoplasy, incongruence, and information content within and among loci. Independent 
analyses were conducted on the ingroup alone to determine the effect of distant outgroups 
(e.g. Lyons-Weiler et al. 1998, Collin 2003) not only on the rooting of the ingroup but also on 
the recovered topology within the ingroup. The trees were edited using TREVIEW 1.3 (Page 
1996).   
 
2.4.1. Outgroup selection 
   In order to avoid the possible effects of a distant outgroup, preliminary analyses were 
performed to choose outgroups among the Acrididae close relatives of podismines as 
suggested by previous studies (e.g. Amédégnato 1977, Rehn and Randell 1963, Chintauan-
Marquier et al. 2010), following the procedure detailed in Chintauan-Marquier et al. (2010). 
2.4.2. Maximum parsimony 
    MP analyses were carried out on the ingroups alone and on the ingroups + outgroups. 
Heuristic searches, on separate and combined data, were implemented in PAUP* under the 
MP criteria with accelerated transformation (ACCTRAN) option to optimize the state of 
unordered (Fitch) characters, 100 random sequence addition replicates, the TBR branch-
swapping and gaps treated as missing. Strict consensus trees were then constructed. When the 
equally parsimonious trees had very different topologies and their strict consensus tree had a 
low resolution, we opted for the equally parsimonious tree with the highest negative log 
likelihood (-lnL) using the Shimodaira-Hasegawa test (WSH; Shimodaira and Hasegawa 
1999) implemented in CONSEL 0.1i (Shimodaira and Hasegawa 2001) with ten sets of 
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100,000 bootstrap replicates. To explore tree islands in a multidimensional scaling, based on 
tree-to-tree distance metrics, we used the Tree Set Visualization 2.1 module (Amenta and 
Klingner 2002) in the Mesquite package (Maddison and Maddison 2006) as suggested by 
Hillis et al. (2005).  
 
2.4.3. Maximum likelihood 
    ML searches were conducted with PAUP*. We first evaluated the models of DNA 
substitution that best fit each data partition (Table 2) following the AIC implemented in 
Modeltest 3.06 (Posada and Crandall 1998) with the default settings. In all ML searches, we 
estimated appropriate ML model parameters using the data partition of interest and a 
neighbour-joining (NJ) topology. These estimated values were fixed, and a full heuristic ML 
search was conducted with 10 random addition sequence replicates, retaining all minimal 
trees, and TBR branch swapping. Then we re-estimated model parameters on the ML tree and 
used these new values for a new search. We repeated this process until the new search found 
the same topology as the previous search and all parameter estimates were identical.  
 
2.4.4. Bayesian analyses 
    Bayesian Markov chain Monte Carlo (MCMC) analyses were performed with MrBayes 
3.0b4 (Ronquist and Huelsenbeck 2003). We performed two simultaneous independent 
Metropolis-coupled MCMC runs starting from different random points. We set each run to 
have one cold and five heated chains to allow better mixing of the MCMC chain and 
minimize the chance of being trapped in local optima (Pereira et al. 2007). We performed 
runs assuming the same topology to be shared among all partitions, and each partition allowed 
to have its own model of DNA evolution according to the AIC. MCMC samples were taken in 
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every 500th cycle. We plotted the log-likelihood of sampled topologies to determine the burn-
in period in which the MCMC had reached a stationary status (Huelsenbeck et al. 2001). Post-
burn-in samples from the independent runs were used to construct a 50% majority rule 
consensus trees. The proportion of trees in which nodes were recovered after the burn-in 
period was interpreted as the posterior probability (PP) of that node (Ronquist and 
Huelsenbeck 2003).  
 
2.4.5. Node support 
    Support for internal branches was assessed in PAUP* by nonparametric bootstrapping 
(nPB) (Felsenstein 1985, Efron et al. 1996) with 1,000 - 2,000 pseudoreplicates for MP and 
100 – 500 pseudoreplicates for ML, using full heuristic searches with ten - twenty random 
addition sequence replicates, TBR branch swapping and one tree held at each step during 
stepwise addition (e.g. DeBry and Olmstead 2000). Posterior probabilities (PP) for individual 
nodes were estimated in a Bayesian MCMC framework as presented above. For ease of visual 
comparison to nPB values, we present these probabilities as numbers ranging from 0 to 100.  
 
2.5. Biogeographic framework 
     The history of the distribution of Podismini was reconstructed applying an event-based 
parsimony method using DIVA 1.1 (Ronquist 1996). An exact search according to the 
dispersal-vicariance optimization proposed by Ronquist (1997) was applied to the data with 
outgroups included in order to restrict the ancestral distribution at the basal node (Sanmartin 
2003, Donato 2006). DIVA 1.1 assumes that speciation is caused by vicariance and only 
imposes a cost for a dispersal or extinction event. The areas considered by us in DIVA for the 
Holarctical region correspond to the historically persistent landmass according to 
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palaeogeographic reconstructions (Cox 1974). They are: (i) the Western Palaearctic (WP or 
E) as Europe, North Africa and Asia west of the former Turgai Sea, (ii) the Eastern 
Palaearctic (EP or A) as non-tropical Asia east of the Turgai Sea, and (iii) the Nearctic as 
North-America, including the temperate Mexican distributions (N) (Fig. 3). The present 
geographical distributions of the selected genera of Podismini (Table 1) are available as 
Supplementary file (Table S3). 
 
2.6. Temporal diversification 
     A Likelihood Ratio Test (LRT) showed that the evolution of the combined data partition 
did not conform to the molecular clock hypothesis (P > 0.05 for 29 degrees of freedom). 
Therefore, we estimated the age of nodes and the 95% credibility intervals from our combined 
DNA sequences data using the Bayesian molecular clock method implemented in 
MultiDivtime (Thorne and Kishino 2002). The assumption of constant rates over time is not 
required for this method, and multiple constraints on node ages are allowed. 
     We considered as time constraints (Table 3, Fig. 2): the age of the Catantopinae from 
Europe as suggested by Zeuner (1941) based on a fossil from the Upper Miocene (node 27: 
11.6-5.3 MYA), and the split between the Nearctic and Palaearctic faunas during the Early 
Palaeocene-Late Oligocene (nodes 26 and/or 20: 64.21-27.30 MYA) (Chapco et al. 2001, 
Amédégnato et al. 2003, Chintauan-Marquier et al. 2010). The ages of the geological periods 
and the chronostratigraphic references were taken from the 1999 Geological Time Scale of 
the Geological Society of America (www.geosociety.org/science/timescale/timescl.pdf). All 




3. Results  
3.1. Sequence analyses 
    A high content of G/C (66%) and A/T (69-73%), for the nuclear (455 sites) and 
mitochondrial (1206 sites) DNA respectively, was noted for each taxon (Table 2), in 
agreement with values for other melanoplines (Chapco et al. 1999, Litzenberger and Chapco 
2001) and insects in general (e.g. Simon et al. 1994, 2006). Base frequencies were constant 
for all partitions taking all sites except combined data, and for all partitions taking variable 
sites only. Across all fragments, 534 sites (32.15%) were variable with 267 sites (16.07%) 
parsimony-informative; the latter were distributed principally (80.15%) between the 
mitochondrial loci. Models of evolution and associated parameters for the ML analysis are 
given in Table 2.  
3.2. Phylogenetic analyses  
 
    For all phylogenetic methods, combining the nuclear and mitochondrial data 
improved tree resolution and nodal support. Adding the Acrididae outgroups (see Table 1) did 
not modify the basic ingroup topologies for the Eurasian podismines. Moreover, varying 
factors such as the presence of autapomorphies or of invariant sites had no significant effect 
on tree topologies. The MP search yielded 32 equally parsimonious trees; length, consistency 
and retention indexes were 1061, 0.6249 and 0.5279, respectively. Similar topologies were 
obtained with the ML and Bayesian analyses. A weighted Shimodaira-Hasegawa test, using 
the combined data set and the corresponding model selected by the AIC, showed that that the 
best a posteriori topology was the ML one (Fig. 1). The result of this test is available as 
Supplementary Material (Table S2). 
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Figure 1. Maximum likelihood (ML) tree for combined data. Species names are abbreviated 
to a single letter; full names are included in Table 1. Summary of subtribal placements in 
Miramellae (Mir: 2n=21) and Podismae (Pod; 2n=23) as based on morphological (Rehn and 
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Randell 1963) and cytological (Fontana and Vickery 1976) data. Numbers indicate nodes. 
Signes: * doubtful subtribal affiliation.  
 
The Bayesian posterior probabilities for the nodes were generally higher than the 
bootstrap values. About 74% of the nodes connecting the podismines were supported by 
posterior probabilities higher than 50% (Fig. 1). The Bayesian analysis gives strong supports 
for middle level (e.g., nodes 4, 9, 12, 21) nodes that are not supported in the ML analysis. We 
tested one possible source of these discrepancies, i.e. model misspecification (c.f., Buckley et 
al. 2001, Wróbel 2008), by using different models of evolution in the ML analyses (data not 
shown). This did not reconcile the differences between the two methods in supporting the 
same topology. Thus, we considered the posterior probabilities and bootstrap values as 
potential upper and lower bounds of node support, as suggested by Douady et al. (2003). 
Our results (Fig. 1) do not support the monophyly of the Podismini (node 18), as 
defined by Rehn and Randell (1963), due to the European genus Cophopodisma which seems 
to be closer to the American genus of Melanoplini, Phaulottetix (node 20). They suggest the 
existence of a basal Asian clade of Podismini (node 21), divided into an Eastern (nodes 23-
25) and an Eastern - South-Eastern (node 22) branches respectively. The European Podismini 
Cophopodisma and the American Melanoplini Phaulotettix appear as sister taxa (node 19) of 
the Asian clade (node 21). However, the support for this branching of the tree is low hence 
unequivocal conclusions cannot be drawn.  
 
Our results (Fig. 1) also propose the existence of a second basal clade inside the 
Podismini (node 16), dominated by endemic genera from the mountains of Southern and 
Middle-Eastern Europe (i.e., Alps, Carpathians). In its turn, this clade splits in two sub-clades, 
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one (node 9) clustered around the genus Podisma, and the other (node 17) around the genus 
Zubovskya. 
Furthermore, the Asian node 21 joins only members of the Miramellae, while the 
Eurasian nodes 16, 17 and 9 mix members of both Miramellae and Podismae groups (Rehn 
and Randell 1963). Thus, our results reject the monophyly of these two subtribes, defined on 
either morphological (Rehn and Randell 1963) or cytological (Fontana and Vickery 1976) 
bases. 
3.3 Biogeographic analysis 
  
    The unambiguous DIVA optimal area reconstructions, with the maximal number of 
ancestral areas set to four, are summarized in Fig. 3. DIVA suggested four vicariance events 
(allopatric speciations, nodes 2, 7, 11 and 20) and twelve duplication events that equally 
affect middle and terminal branches (sympatric speciations, nodes 1, 4, 5, 9, 12, 13, 16, 21-
25). At least seven nodes (3, 6, 8, 10, 14, 15, and 17) correspond to possible dispersals, and 
eight extinction events would have occurred (nodes 2, 7, 11, 20). 
 
3.4 Temporal diversification 
  
     The results of the molecular dating, using the age of a fossil Catantopinae and the 
splitting between the Eurasian and North American melanoplines as calibration points on the 
Bayesian topology (Fig. 2), with all outgroups included, are presented in the Table 3. The 
present fauna is likely to have evolved from old lineages, including North American 
Melanoplinae (node 26, 18, 19, 20), since the Early Palaeocene to the Late Pleistocene (60.64 
– 0.59 MYA). Melanoploid lineages within the zoogeographical regions of the Palaearctic 
have been diverging from at least 16 MYA (e.g., nodes 13 and 22).    
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Figure 2. Chronogram of Podismini and reconstruction of ancestral areas as suggested by 
DIVA. Africa (Af), Europe (E), Asia (A) and North America (N). Branch colours indicate the 
biogeographical distribution of the taxa and their hypothetical ancestors: green – Europe, red 
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– Asia, blue – North America. Numbers indicate nodes. Symbols: circle: vicariance; rhomb: 
duplication (sympatric speciation). 
 
4. Discussion  
 
       Three scenarios have previously been proposed to explaining the origin and 
diversification of the podismines. They are: (i) an ancient Laurasian origin about 200 million 
years before present, or at least before the separation of the continents of North and South 
America (Vickery 1987), (ii) an ancient Angarian origin followed by eastward dispersions in 
North America, in the Pleistocene or even earlier (Rehn 1958), and (iii) a Laurentian origin 
followed by several westward migrations to the Palaearctic (Rehn and Randell 1963, 
Chintauan-Marquier et al. 2010) via the Bering Land Bridges (e.g. Carbonell 1977, 
Litzenberger and Chapco 2001, 2003) about less than 65 MYA.  
Our results clearly reject the first scenario and suggest that the selected Eurasian 
Podismini constitute a polyphyletic group inside the Melanoplinae, with no evolutionary 
significance. Accordingly, these Palaearctic podismines would have multiple origins of 
different ages for, as already advanced for the Melanoplinae (e.g. Fries et al. 2007) and 
Acrididae, in general (e.g. Amédégnato 1977). Thus, for the Western Palaearctic (WP) 
fauna of podismines, our results suggest (Fig. 3): (i) a Palaeocene (60.64 – 3.27 MYA) 
Nearctic origin (OD1), (ii) a Mid Eocene (44.80 – 0.65 MYA) in situ origin (OD2) and (iii) 
an Early Miocene (23.46 – 0.62 MYA) East Palaearctic origin (OD3). For the Eastern 
Palaearctic (EP) podismines, our results propose: (i) a Palaeocene (60.64 – 3.27 MYA) 
Nearctic origin (OD1), (ii) a Mid Eocene (41.65 – 0.59 MYA) in situ origin (OD3), (iii) an 
Early - Late Oligocene (28.73 – 0.8 MYA) West Palaearctic origin (OD2), and (iv) an 






Thus more precisely, the ancestors of podismines would correspond to a cold-temperate 
melanoplinae fauna (node 26: 60.64-4.77 MYA Fig. 2), which would evolved, in the Early 
Tertiary, in the Western North-America (OD1 Fig. 3) (Rehn 1958, Vickery 1987, 
Litzenberger and Chapco 2001, 2003). These ancestors would have dispersed either to Europe 
(OD2), via the Trans-Atlantic Land Bridges (e.g. Tiffney 1985, Sanmartin et al. 2001) (nodes 
26→18→16/19→20 levels) or to Asia (OD3), via the Trans-Beringian Land Bridges (e.g. 
Rehn and Randell 1963, Norlander et al. 1996, Sanmartin et al. 2001) (nodes 19 → 21 levels). 
Our results (Fig. 2) also suggest biotic exchanges between Europe and Asia (nodes 2, 7, 8, 11, 
14, 15) and the reciprocal way (nodes 1, 12), after the closing of the Turgai Strait less than 30 
Figure 3. Biogeographic scenario for the evolution of the Palaearctic Podismini. The 
diagram represents the main migration and diversification events inferred from the 
combined rDNA phylogenies and an event-based parsimony method using DIVA 1.1. 
Datations result from the analysis of combined DNA sequences using the Bayesian 
molecular clock method implemented in MultiDivtime. Nearctic (N), Western 
Palaearctic (WP) or Europe (E) and Eastern Palaearctic (EP) or Asia (A). 
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MYA. This is consistent with Litzenberger and Chapco's (2001), but disagree with LaGreca 
(1977), who proposed a podismines’ colonization of Europe from Siberia during the 
Pleistocene (<2 Myr).   
The mixed-mesophytic forests and the steppe vegetation, which would became 
dominant in the cold and dry climate of the Eocene – Miocene (Sanmartin et al. 2001), and 
would have lasted until late Pleistocene in the Palaearctic, would have privileged not only the 
aforementioned intercontinental dispersal events (Figs. 2-3), but also the diversification 
(duplication) in situ of the cold-temperate ancestors in Europe (OD2) (nodes 2-11, 13-15, 17) 
and Asia (OD3) (nodes 22-24). Allopatric taxa such as Cophopodisma (west-east Palaearctic), 
Micropodisma (Alps-Caucasian) and Parapodisma (continental Asia – Japanese islands) 
would result from such vicariant evolution. In the Pleistocene, the distribution areas of the 
corresponding podismines expanded and coalesced, and got narrower during the interglacial 
periods. In these periods, the Podismini fauna would have been restricted to a series of 
refuges located mainly at high altitudes and/or Northern latitudes, what would have resulted 
in the present insular distribution of taxa endemics for the Alpide mountain ranges, such as 
Italopodisma (Apennines), Odontopodisma (Alps, Balkans, Carpathians), Peripodisma 
(Pindus Mountains) or Podisma (Alps, Carpathians, Pyrénées) (e.g. La Greca 1977, Kis 1978, 
Otte 1995, Sergeev 1998). Actually, our results (Fig. 2) support the existence of two lines of 
evolution inside the Eurasian Podismini (Fig. 2), “Podisma” (node 9) and “Zubovskya” (node 
17), as suggested by Rehn (1958) based on morphology. These would result from a Mid 
Eocene European origin (node 16: 44.8-3.14 MYA) followed by vicariant duplication events 
(e.g. nodes 9, 4, 5, 1, 12, 13) in the aforementioned mountain ranges of the Alpide belt. The 
dispersal events would have lasted until the late Pleistocene in Asia and Europe (OD2 – OD3 
Fig. 3).  Together with the vicariant diversification events in situ, these processes would have 
been influenced by the Eocene – Mid Miocene genesis of high mountain chains (e.g. 
Himalayas, Altay) and large deserts (e.g. Gobi, Karakoum, Taklamakan) in the Central Asia 
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(e.g. nodes 1, 7, 11 Fig. 2), as well as by the opening of marginal seas (e.g. Japanese Sea) in 
the Eastern Asia. Thus, the disjunct geographical distribution of some genera, like 
Cophopodisma (disjunction West – East Palaearctic), would be the result of changes imposed 
on an originally Palaearctic continuous distribution (e.g. by changes in the distribution of 
land, by continental or tectonic shifts, mountain-building, etc.). 
The present study shows that the clades supported by the phylogenies are not in 
accordance neither with the existing morphological or cytological classifications of the 
podismine grasshoppers, nor with their present geographic distribution. However, the 
scenarios about the origin and evolution of these insects are in agreement with the historical 
biogeographic and geologic events of the Cenozoic in Holarctic (e.g. Tiffney 1985, Enghoff 
1995, Sanmartin et al. 2001).  
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Chapitre VI. – ADN ribosomal chez le criquet alpin Podisma 






Chapitre VI.  – ADN ribosomal chez le criquet alpin Podisma pedestris 
(Linnaeus, 1758): pseudogènes et évolution. 
 
VI.1. Problématique et démarche scientifique 
 
 
L’évolution moléculaire de l’ADN ribosomal (rDNA) est essentiellement différente de 
celle des gènes présents en copie unique dans la cellule. Les copies de rDNA n’évoluent pas 
indépendamment l’une de l’autre : elles suivent un processus d’évolution concertée, qui 
résulte en une homogénéisation structurale et en un niveau bas de divergence génétique, au 
sein d’une même espèce. Par contre, les différences génétiques s’accumulent entre les 
espèces. Pour les applications phylogénétiques, l’élimination de la variabilité intra 
individuelle du rDNA par évolution concertée est une hypothèse préalable souvent invoquée. 
Pourtant, un nombre croissant d’études indique que, pour de nombreux taxons, le taux 
d’homogénéisation du rDNA pourrait être trop bas pour éviter un niveau élevé de 
polymorphisme intraspécifique.  
Si l’évolution concertée peut se faire grâce à des processus moléculaires comme le 
crossing-over inégal et la conversion génique (e.g. Elder et Turner 1995 ; Graur et Li 2000), 
ces mécanismes pourraient aussi générer des pseudogènes. Pour cette raison, certains auteurs 
s’interrogent sur l’utilité du rDNA dans les analyses phylogénétiques (Alvarez et Wendel 
2003) bien que leurs séquences soient encore utilisées intensément pour une large palette de 
taxons (plus de 3000 publications depuis 2000).   
Un aspect important de ces mécanismes d’uniformisation et translocation des séquences 
est leur dynamique, qui pourrait avoir un sens évolutif en elle-même. Chez les orthoptères, les 
loci de rDNA différent par leur nombre et leur localisation dans le génome entre les 
populations d’une même espèce (e.g. Flanagan et al. 1999, Cabrero et al. 2003). Dans ce 
contexte, le criquet alpin Podisma pedestris est intéressant pour étudier la dynamique 
évolutive du génome car il possède un génome d’une très grande taille (18000 Mb ; 
 89 
Westerman et al. 1987), qui pourrait être la conséquence directe du bas taux relatif de perte 
d’ADN observé chez cette espèce.  
Dans ce contexte, nous nous sommes attachés (i) à identifier et dater les pseudogènes 
d’ADN ribosomal chez P. pedestris et (ii) à proposer des scénarios concernant le rôle des 
pseudogènes dans l’évolution du génome. 
 
VI.2. Contribution scientifique correspondant à l’article (C): 
 Keller, I., Chintauan-Marquier, I.C., Veltsos, P., Nichols, R.A. 2006. Ribosomal DNA in 
the grasshopper Podisma pedestris: escape from concerted evolution. Genetics 174: 863-
871. 
 
VI.2.1. Principaux résultats 
 
Nos résultats montrent qu’un seul individu peut contenir plusieurs groupes d’ADN 
ribosomal, très divergents entre eux. Les analyses phylogénétiques nous ont permis 
d’identifier huit groupes de séquences d’ADN ribosomal: deux groupes supposés fonctionnels 
et six identifiés comme des pseudogènes, d’après les mutations présentes dans la région 3’ du 
fragment 18S. La datation moléculaire de la phylogénie suggère une co-existence des ces 
groupes de plus de 10 millions d’années, avec la divergence la plus récente il y a 12,6 à 6,6 
million d’années. L’analyse des séquences amplifiées dans des conditions différentes de PCR 
montre que la fréquence d’amplification des deux groupes des gènes supposés fonctionnels 




Nous pensons que les mutations au niveau du locus 18S, qui est d’habitude bien 
conservés entre des espèces très divergentes, sont une preuve que les six groupes mentionnés 
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antérieurement sont bien des pseudogènes. La datation suggérant une évolution indépendante 
de plus de 11 millions d’année est en contradiction avec l’hypothèse qu’un tel segment 
d’ADN garderait une unité structurale par le processus d’évolution concertée. Nous pensons 
que, dans le cas de Podisma pedestris, le mécanisme d’évolution concertée est défaillant car 
le génome de cette espèce est particulièrement grand (e.g. Westerman et al. 1987). De plus, il 
est possible que la grande taille du génome de Podisma soit générée par accumulation des 
pseudogènes. Ce processus est plausible d’autant plus qu’il a été prouvé que, le taux relatif de 
perte d’ADN ribosomal chez Podisma pedestris est inférieur celui de Drosophila 
melanogaster ou Caenorhabditis elegans (Petrov et al. 1996, Bensasson et al. 2001), ce qui 
favorise la pérennité des pseudogènes dans les cellules. 
 
 
VI.2.3. Article - Keller, I., Chintauan-Marquier, I.C., Veltsos, P., Nichols, R.A. 2006. 
Ribosomal DNA in the grasshopper Podisma pedestris: escape from concerted evolution. 























































































Dans les recherches de phylogénie moléculaire chez les Melanoplinae (Insecta: 
Orthoptera: Acrididae), nous avons rencontré quelques difficultés dans (i) l’amplification des 
fragments d’ADN ciblés, et (ii) la résolution des analyses phylogénétiques.   Les principaux 
facteurs responsables de ces problèmes seraient la taille du génome et l’ancienneté du groupe 
choisi comme modèle d’étude. 
 
VII.1. La taille du génome et les pseudogènes chez les criquets (Insecta: 
Orthoptera: Caelifera) 
 
Chez les acridiens, le génome a une taille importante et sa structure est particulièrement 
complexe. Le génome du criquet alpin Podisma pedestris, par exemple, est un des plus grand 
génome du monde animal avec 18000 Mb, ce qui représente cent fois la taille du génome de 
Drosophila et quatre fois celui de Homo sapiens (Bensasson 2001). Cette grande taille est, en 
grande partie, due à l’accumulation de séquences particulières, des NUMTs (« NUclear 
MiTochondrial-like Sequences »), i.e. des séquences d'ADN nucléaire ressemblant à des 
gènes mitochondriaux et qui mutent plus rapidement que les séquences copiées (e.g. 
Bensasson et al. 2001). Il semble qu’il existe une corrélation inverse entre la taille du génome 
des criquets et le taux de perte de l’ADN (Bensasson et al. 2001). Le faible taux relatif de 
perte d'ADN chez les criquets pourrait être expliqué par un potentiel d'accumulation des 
mutations ponctuelles qui dépasse celui d'accumulation des indels (Bensasson et al. 2001; 
Keller et al. 2006). Le principal facteur responsable des différences entre les taux de perte 
d'ADN, entre les criquets, les grillons et Drosophila par exemple, semble être la taille de la 
délétion: chez les Melanoplinae, comme Podisma et Italopodisma, les délétions de plus d'une 
base semblent très rares (Bensasson et al. 2001).  
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Pour éviter l'amplification et le séquençage des NUMTs dans nos travaux de 
phylogénie, nous avons appliqué les techniques suivantes: 
 a) avant le séquençage:  
nous avons défini des amorces spécifiques pour chaque fragment d'ADN et pour chaque 
clade identifié par des analyses phylogénétiques préliminaires, et nous avons purifié sur gel la 
bande ayant la taille (longueur en base nucléotidique) attendue dans le cas d'un produit PCR 
multi bandes; 
b) après le séquençage:  
nous avons évalué et comparé le taux de mutations de séquences amplifiées, en sachant 
que celui des NUMTs est intermédiaire celui des gènes nucléaires et mitochondriales 
(Bensasson et al. 2001). Nous avons aussi comparé nos séquences avec les pseudogènes 
déposés dans des "banque de pseudogènes" comme celle initiée par Bensasson (2001) 
(http://www.pseudogene.net/).  Pour un même extrait d'ADN, nous avons aussi répété les 
PCR et le séquençage, pour comparer en suite la constance de la position phylogénétique des 
séquences provenant d'un même individu, dans les topologies issues d'une même technique 
d'analyse. 
Malheureusement, jusqu'à présent aucune méthode de séparation des gènes 
mitochondriaux de leurs copies nucléaires ne s'est avérée totalement fiable, fait qui met en 
doute la fiabilité des méthodes d'identification des espèces sur une séquence unique comme le 
"DNA barcoding" (e.g. Moulton et al. 2010). 
 
VII.2. L'utilité de la phylogénie moléculaire dans la classification des Melanoplinae 
 
Les recherches phylogénétiques, de parcimonie, maximum de vraissemblance et 
Bayésienne, que nous avons menées dans le cadre de notre thèse, nous ont permis d’élaborer 
et argumenter des hypothèses sur l’origine et l’évolution des acridiens analysés, à tous les 
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niveaux taxinomiques choisis : la sous-famille pour les Melanoplinae, la tribu pour les 
Podismini et l’espèce pour Podisma pedestris (Linneaeus, 1758).  
Quelques remarques méthodologiques émergent de notre travail de thèse: 
 pour tous les niveaux taxinomiques analysés, l’analyse des données combinées, 
nucléaires et mitochondriales, améliore la résolution des topologies et le support 
des noeuds phylogénétiques par rapport aux analyses des fragments séparés ; 
 la méthode de maximum de vraisemblance a donné les topologies avec la 
meilleure résolution ; 
 la pondération de caractères moléculaires et le codage des « indels » (Lutzoni et 
al. 2001) n’améliorent pas nos résultats phylogénétiques. 
 
Le tableau qui s’impose pour l’histoire évolutive moléculaire des unités 
taxonomiques analysés, i.e. Podismini et Melanoplinae, est celui des groupes polyphylétiques, 
dépourvus d’un sens évolutif, et donc en désaccord avec les classifications morphologiques en 
vigueur. Des origines multiples, des dispersions intercontinentales et des diversifications in 
situ sont proposées pour expliquer la genèse et l’évolution des faunes actuelles de Podismini 
Eurasiatique et des Melanoplinae, en corrélation avec les conditions climatiques, 
géotectoniques et biotiques du Tertiaire. 
 
VII.3. Quelques perspectives immédiates 
 
Une partie de notre travail de thèse représentée par des résultats phylogénétiques à 
des niveaux taxonomiques supérieurs à la sous-famille, comme : (1) la famille, i.e. les 
Acrididae, et (2) la super-famille, i.e. les Acridomorpha (sensu Dirsh, 1956), demeure 
inexploitée pour l’instant. Ces résultats constituent la base de deux autres articles en 
préparation.  
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Nos résultats préliminaires, partiellement présentés dans le présent manuscrit, 
s’inscrivent dans la lignée des débats ouverts par le réquisitoire : « plus de taxons ou plus des 
caractères pour améliorer la résolution des arbres phylogénétiques ? » (voir Zwikl et Hillis 
2002, Hillis et al. 2003, Wiens 2005). Sans avoir la prétention de répondre à cette question, 
nos résultats font pencher la balance en faveur de l’augmentation du nombre de taxons 
analysés.  
De même, nos résultats confortent la constatation que l’ajout des taxons améliore la 
résolution phylogénétique plus vite que l’ajout de caractères (voir Graybeal 1998, Caterino et 
al. 2000). Les résultats contradictoires sur la monophylie des Podismini seraient justement un 
témoin de l’impact que l’échantillonnage pourrait avoir sur la phylogénie.  
Les hypothèses phylogénétiques issues de notre travail de thèse orienteraient les 
recherches moléculaires futures vers un choix des taxons conscient, ciblé, mieux adapté à la 
problématique soulevée.  
De plus, le nombre des taxons à analyser étant un facteur essentiel et donc limitant 
dans les recherches évolutives, on peut entrevoir aisément l’importance des collections de 
musées comme source d’information pour les taxons nouveaux, avec un statut taxonomique 
incertain, rares, difficilement accessibles ou disparus.  
De ce point de vue, les séquences d’ADN que nous avons extrait des taxons, 
souvent « type », des collections du Museum National d’Histoire Naturelle de Paris, 
trouveront facilement leur utilité future dans les recherches phylogénétiques, à côté des 
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Annexe 1. Suppléments de l’article II.2.C. - Chintauan-Marquier, I.C., Jordan, S., 
Berthier, B., Amédégnato, C., Pompanon, F. 2010. Evolutionary history and taxonomy of a 
short-horned grasshopper subfamily: the Melanoplinae (Orthoptera: Acrididae). 
Molecular Phylogenetics and Evolution: in press. 
 
TABLE S1. Oligonucleotide primers used. a The primers’ positions make reference to the 
Drosophila melanogaster rDNA complete sequence (GenBank accession M21017) for the 
nuclear sequences, and to the Drosophila yakuba entire genome sequence (GenBank 
accession XO3240) for the mitochondrial genes. 
 
Primer name Sequence (5’ – 3’) Positiona Source Annealing temperature 
18S fragment 18S    
18SP2 TTCTTGATTCGGTGGGTG 1337 Flook and Rowel, 1998 54°C – 56°C 
18SAF1 TTCGGTGGGTGGTGGTGCAT 1344 This study 45°C – 55°C 
srDNA-6P TAATGATCCTTCCGCAGGTTCA 1995 Vawter, 1991 54°C – 56°C 
18SAR1 GATCCTTCCGCAGGTTCACCTA 1991 This study 45°C – 55°C 
ITS1 fragment    
ITS1A GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG 1952 Kuperus and Chapco, 1994 43°C – 54°C 
ITS1FB GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA 1955 This study 44°C – 62°C 
ITS1R TGCTGCGTTCTTCATCGACCCA 2771 This study 47°C – 62°C 
ITS1RB TTGCTGCGTTCTTCATCGACCC 2772 This study 47°C – 62°C 
ITS1B TTTGCTGCGTTCTTCATCGACC 2773 Kuperus and Chapco, 1994 43°C – 54°C 
28S fragment    
28S-01 GACTACCCCCTGAATTTAAGCAT 3313 Kim et al., 2000 45°C – 53°C 
28SF1 CCCGTCTTGAACCACGGAGTCTAACAT 4048 This study 48°C – 58°C 
28SR-01 GACTCCTTGGTCCGTGTTTCAAG 4075 Kim et al., 2000 48°C – 57°C 
28SR1 ATCCTGAGGGAAACTTCGGAAGGAACCAGC 4428 This study 48°C – 58°C 
12S fragment    
SR-J-14233 
(12Sbi) AAGAGCGACGGGCGATGTGT 14233 Simon et al., 1994 45°C – 50°C 
12SF1 AGCGACGGGCGATGTGTACAC 14236 This study 45°C – 59°C 
SR-N-14588 
(12Sai) AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT 14588 Simon et al., 1994 45°C – 50°C 
12SR1 CTAGGATTAGATACCCTATTATTT 14591 This study 45°C – 59°C 
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Prionotropis 0 1 0 0 0 0 0 
Maculiparia 0 0 0 0 0 1 0 
Marellia 0 0 0 0 0 1 1 
Oxycatantops 1 0 0 0 0 0 0 
Pezotettix 0 1 0 0 0 0 0 
Copiocera 0 0 0 0 0 1 1 
Coscineuta 0 0 0 0 0 1 0 
Italopodisma 0 1 0 0 0 0 0 
Podisma 0 1 0 0 0 0 0 
Sinopodisma 0 0 1 0 0 0 0 
Aidemona 0 0 0 1 0 1 0 
Melanoplus 0 1 1 1 1 0 0 
Netrosoma 0 0 0 1 0 1 0 
Phaulotettix 0 0 0 1 0 1 0 
Dactylotum 0 0 0 1 1 1 0 
Hesperotettix 0 0 0 1 1 0 0 
MNHN Pe01-18 0 0 0 0 0 1 0 
Chibchacris 0 0 0 0 0 1 0 
Dichroplus 0 0 0 0 0 0 1 
Hazelacris 0 0 0 0 0 1 0 
Neopedies 0 0 0 0 0 0 1 
Scotussa 0 0 0 0 0 0 1 
Meridacris 0 0 0 0 0 1 0 
ME86-06 0 0 0 0 0 1 0 
Pediella 0 0 0 0 0 1 0 













Annexe 2. Suppléments de l’article II.3.C. - Chintauan-Marquier, I.C., Amédégnato C., 
Pompanon F. en préparation. New Molecular Evidences for the Evolutionary History of 
Eurasian Podismines (Orthoptera: Acrididae: Melanoplinae). 
 
Table S1. Oligonucleotide primers used in this study. a The positions of the nuclear primers 
make reference to the Drosophila melanogaster rDNA complet sequence from GenBank 
(accession M21017; Tautz et al., 1988). The mitochondrial primers have been named with 
reference to the Drosophila yakuba entire genome sequence from GenBank (accession 
XO3240; Clary and Wolstenholme, 1985) as suggested by Simon et al. (1994). 
Primer name Sequence (5' - 3') Positiona Source 
Annealing 
temperature 
Fragment ITS1 (500 bp)     
ITS1A GTCGTAACAAGGTTTCCGTAGG 1952 Kuperus and Chapco, 1994 43°C - 54°C 
ITS1FB GTAACAAGGTTTCCGTAGGTGA 1955 This study 44°C - 62°C 
ITS1R TGCTGCGTTCTTCATCGACCCA 2771 This study 47°C - 62°C 
ITS1RB TTGCTGCGTTCTTCATCGACCC 2772 This study 47°C - 62°C 
ITS1B TTTGCTGCGTTCTTCATCGACC 2773 Kuperus and Chapco, 1994 43°C - 54°C 
Fragment COII (400 bp)     
C2-J-3279 (A-171) GGTCAAACAATTGAGTCTATTTGAAC 3254 Simon et al., 1994 43°C - 54°C 
C2-N-3661 (Barbara) CCACAAATTTCTGAACATTGACCA 3684 Simon et al., 1994 45°C - 59°C 
Fragment 16S (500 bp)     
LR-J-12887 (16Sbr, 16Sb) CCGGTCTGAACTCAGATCACGT 12866 Simon et al., 1994 45°C - 50°C 
LR-N-13398 (16Sar) CGCCTGTTTAACAAAAACAT 13417 Simon et al., 1994 45°C - 59°C 
Fragment 12S (350 bp)     
SR-J-14233 (12Sbi) AAGAGCGACGGGCGATGTGT 14233 Simon et al., 1994 45°C - 50°C 
12SF1 AGCGACGGGCGATGTGTACAC 14236 This study 45°C - 59°C 
SR-N-14588 (12Sai) AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT 14588 Simon et al., 1994 45°C - 50°C 




Table S2. Results of the Shimodaira-Hasegawa test with RELL bootstraps applied to the 
maximum parsimony (MP), maximum likelihood (ML) and Bayesian (B) topologies, using 
the combined data set and the model selected by the AIC. 
Tree -lnL Diff -ln L P 
MP 8222.64 6.99 0.38 
ML 8215.65 best  




Table S3. The present geographical distributions of the selected genera of Podismini (Table 1) 
used in DIVA. 
Taxon 
Geographical distribution 
Africa Europe Asia North America 
Anapodisma 0 0 1 0 
Capraiuscola 0 1 0 0 
Chortopodisma 0 1 0 0 
Cophopodisma 0 1 0 0 
Epipodisma 0 1 0 0 
Fruhstorferiola 0 0 1 0 
Italopodisma_c 0 1 0 0 
Italopodisma_f 0 1 0 0 
Micropodisma 0 1 1 0 
Nadigella 0 1 0 0 
Odontopodisma_c 0 1 0 0 
Odontopodisma_r 0 1 0 0 
Ognevia 0 0 1 0 
Parapodisma_d 0 0 1 0 
Parapodisma_m 0 0 1 0 
Parapodisma_s 0 0 1 0 
Peripodisma 0 1 0 0 
Podisma_k 0 1 1 1 
Podisma_p 0 1 1 1 
Prumna 0 0 1 0 
Pseudopodisma 0 1 1 0 
Pseudoprumna 0 1 0 0 
Sinopodisma 0 0 1 0 
Tonkinacris 0 0 1 0 
Zubovskya 0 1 1 0 
Dactylotum 0 0 0 1 
Melanoplus 0 1 1 1 
Oxycatantops 1 0 0 0 
Pezotettix 1 1 1 0 
Phaulotettix 0 0 0 1 
Hesperotettix 0 0 0 1 
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